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Capítulo 1. Introducción, antecedentes y estudio bibliográfico
1.1. El fenómeno de la luminiscencia
Luminiscencia es la emisión de luz a partir de cualquier sustancia y ocurre a partir de
estados  electrónicos  excitados  (1-3).  La  luminiscencia  es  dividida  en  dos  categorías:
fluorescencia y fosforescencia, dependiendo de la naturaleza del estado excitado, singlete o
triplete, respectivamente. En estados excitados singlete, el electrón en el orbital excitado está
apareado (tiene spin opuesto) al segundo electrón en el estado fundamental. De este modo, el
retorno al estado fundamental está permitido por las reglas cuánticas y la emisión de un fotón
ocurre  rápidamente  (el  tiempo  de  vida  de  la  especie  excitada  suele  ser  de  1-10  x  10-9
segundos). La fosforescencia es la emisión de luz a partir de estados excitados triplete, en los
cuales el electrón en el orbital excitado tiene la misma orientación de spin que el electron en
el  estado fundamental.  Así,  pues,  las  transiciones  al  estado fundamental  están  prohibidas
(tienen baja probabilidad) y las velocidades de emisión son lentas (103-100 s-1),  siendo los
tiempos de vida del orden de milisegundos o segundos.
1.2. Fluorescencia
La  fluorescencia  es  el  resultado  de  un  proceso  de  tres  etapas  que  ocurre  en  ciertas
moléculas  (generalmente  hidrocarburos  poliaromáticos  o  heterociclos)  que  se  denominan
fluoróforos (1-4). La figura 1.1 ilustra el proceso mediante un diagrama de Jablonski muy
simplificado. 
Figura 1.1: Diagrama de Jablonski que ilustra los procesos involucrados en la creación
de un estado electrónico singlete excitado por absorción óptica y subsecuente emisión
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de fluorescencia. Los estados 1, 2 y 3 estan desarrollados en el texto.
Etapa 1: excitación
Una  fuente  externa  proporciona  un  fotón  de  energía  h?ex que  es  absorbido  por  el
fluoróforo, creando un estado electrónico excitado singlete (S1'). Este proceso distingue a la
fluorescencia  de  la  quimioluminiscencia  en  la  cual  el  estado  excitado  es  creado por  una
reacción química.
Etapa 2: tiempo de vida del estado excitado
El estado excitado existe durante un tiempo finito (típicamente 1-10 x 10-9  segundos).
Durante este tiempo, el fluoróforo sufre cambios conformacionales y una multitud de posibles
interacciones con su entorno molecular, que se citarán más adelante. Estos procesos tienen
dos consecuencias importantes:  en primer lugar, la energía de S1'  es parcialmente disipada,
proporcionando un estado excitado singlete relajado (S1) a partir del cual se origina la emisión
fluorescente. En segundo lugar, no todas las moléculas inicialmente excitadas por absorción
(etapa  1)  retornan  al  estado  fundamental  (S0)  mediante  emisión  de  fluorescencia.  Los
principales  procesos  de  desexcitación  intra  e  intermolecular  se  exponen  en  el  apartado
siguiente. 
Etapa 3: Emisión
Un fotón de energía h?em es emitido, volviendo el fluoróforo a su estado fundamental S0.
Debido a la disipación de energía durante la vida del estado excitado, la energía de este fotón
es  menor  y  de  aquí,  la  longitud  de  onda  de  emisión  es  mayor  que  la  de  excitación.  La
diferencia de energia  (h?ex –  h?em) o de frecuencia (  ? ex –  ? em) es llamada de Stokes y es
fundamental  para  la  sensibilidad  de  las  técnicas  de  fluorescencia  puesto  que  permite  la
detección de los fotones de emisión aislados de los fotones de excitación, contra un bajo nivel
de ruido.
Dos de las características más importantes de un fluoróforo son el rendimiento cuántico y el tiempo de vida. En esta Memoria se utilizará fundamentalmente el
primero de estos doscnceptos. El rendimiento cuáico (?)  es el número defot nes emitidos respecto alnúmero de fotones aborbidos. Así,
representa la fracción de fluoróforos que decaen del estado excitado a través de emisión. El
término  knr es una constante de velocidad que engloba, por conveniencia y de modo general, a
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todos los procesos no radiativos de desexcitación, que se comentan en el siguiente apartado.
El rendimiento en energía de la fluorescencia es siempre menor que la unidad debido a las
pérdidas de Stokes. 
1.2.1. Procesos fotofísicos de desexcitación intra e intermolecular
Una vez que una molécula es excitada por absorción de un fotón, puede volver a su
estado fundamental con emisión de fluorescencia, pero muchas otras vías de desexcitación
son también posibles (1,2,4):
– conversión interna (retorno al estado fundamental sin emisión)
– cruce  intersistemas  (entre  singlete  y  triplete,  posiblemente  seguido  de  emisión  de
fosforescencia)
– transferencia de carga intramolecular y otras transferencias intramoleculares (protones)
– cambios conformacionales
La emisión de fluorescencia y estos procesos de desexcitación también pueden competir
con otros procesos fotofísicos intermoleculares. Estos procesos corresponden a interacciones
en  el  estado  excitado  de  una  molécula  M*  con  otra  molécula  Q,  lo  cual  conlleva  una
disminución de la intensidad de la  fluorescencia emitida.  En general,  se  suele  denominar
“quenching” a este tipo de procesos, que pueden incluir fenómenos como:
- quenching colisional
- transferencia de electrones
- transferencia de protones
- transferencia de energía
- formación de excímeros o exciplejos
Excluimos aquí los procesos fotoquímicos que involucran reacciones que provocan ruptura y
formación de enlaces.
Las vías de desexcitación mencionadas pueden competir con la emisión de fluorescencia si
tienen lugar en una escala de tiempo comparable con el tiempo de vida media durante el cual
las moléculas se encuentran en el estado excitado. La figura que observamos a continuación,
(figura 1.2) representa las posibles vías de desexcitación de una molécula excitada.
              Fosforescencia             cruce intersistemas            decaimiento de fluorescencia
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Figura  1.2:  Posibles  vías  de  desexcitación  de  moléculas  excitadas.  Dibujo
tomado del libro “Molecular Fluorescence”  Bernard Valeur (2).
La  Tabla  1.1  proporciona  un  resumen  de  los  principales  procesos  fotofísicos
responsables  del  “quenching”  de  fluorescencia  (los  superíndices  1  se  refieren  a  estado
singlete; los superíndices 3 se refieren a estado triplete). Se puede encontrar tratamientos más
profundos y completos de estos conceptos desde diferentes puntos de vista, en los libros de
Lakowicz (1), Valeur (2) y Birks (4) y en otras obras allí citadas.
Procesos fotofisicos M* + Q      productos    Donor Aceptor
Colisión con un átomo
pesado o con una
especie paramagnética
M* + Q      M + Q + calor 
Transferencia
electrónica
1D* + A       D·+ + A·-      
1A* + D       A·- + D·+
1D*
D
A
1A*
Formación de
excimeros
1M* + 1M        1(MM)*
Formación de
exciplejos
1D* + A       1(DA)*
1A* + A       1(DA)*
1D*
D
A
1A*
Transferencia de
protones
AH* + B       A-* + BH+
B* + AH       BH+* + A-
AH*
AH
B
B*
Transferencia de
energía
1D* + 1A       1D + 1A*
3D* + 1A       1D + 3A*
3D* +  3A       1D +  3A*
1M*+ 1M       1M + 1M*
1D*
3D*
3D*
1M*
1A
1A
3A
1M
Tabla 1.1: Principales procesos fotofisicos responsables de quenching de fluorescencia. Tomada del Valeur (2).
Las características de la fluorescencia (espectro, rendimiento cuántico, tiempo de vida
Molécula
Excitada
Conversión interna
Transferencia de carga  intramolecular
Cambio conformacional
Transferencia electrónica
Transferencia de protones
Transferencia de energía
Formación de excimerosFormación de exciplejos
Transformación
 fotoquímica
hν
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del estado excitado), las cuales son afectadas por cualquier proceso en el estado excitado que
involucre  interacciones  de  la  molécula  excitada  con  su  microentorno,  proporcionan
información química importante respecto a dicho microentorno.
1.3. Sistemas analíticos basados en la fluorescencia
1.3.1. El interés analítico de la fluorescencia
Las técnicas analíticas basadas en fluorescencia son muy populares debido a su alta
sensibilidad  y  selectividad,  junto  con  las  ventajas  que  ofrecen  las  nuevas  y  sofisticadas
técnicas de resolución espacial (acopladas a sistemas avanzados de microscopía) y temporal
(en el rango del femtosegundo), así como el uso de dispositivos tipo sensor, basados en fibra
óptica. 
Durante los últimos 15 años, la aplicación de técnicas basadas en el fenómeno de la
fluorescencia ha conocido un enorme impulso debido sobre todo a su competencia exitosa, en
el  campo analítico clínico,  con las  técnicas que involucran sustancias radioactivas.  Como
ejemplos se pueden citar los inmunoensayos tipo ELISA o las técnicas de fluorescencia de
polarización). Así, en este período, se han utilizado diversas técnicas de fluorescencia para:
análisis clínicos, secuenciación de ADN, análisis genético (hibridación fluorescente in-situ),
identificación celular por citometría de flujo, etc... 
Asímismo,  se han desarrollado técnicas denominadas  de transferencia de energía de
resonancia, que permiten determinar distancias en biomoléculas, así como evaluar diferentes
variedades de reconocimiento molecular y asociaciones supramoleculares (1,2).
En el campo de la Química, las técnicas de fluorescencia suelen utilizarse para detección
fluorimétrica directa, en modo espectroscópico, en modo cromatográfico, o en dispositivos
tipo sensor, o bien para detección indirecta. 
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1.3.2. Derivatización fluorescente en cromatografía
Cuando un  analito  es  fluorescente,  es  posible  la  detección  fluorimétrica  directa  (en
espectrofluorímetro, o con detector de HPLC, por ejemplo) trabajando a las longitudes de
onda de excitación y de emisión adecuadas. Sin embargo, no todos los compuestos químicos
presentan fluorescencia (5). Existen muchos que carecen de las características estructurales
precisas  para  ser  detectables  mediante  tal  propiedad.  Así,  los  compuestos  que  no  poseen
fluorescencia  intrínseca  necesitan  ser  convertidos  en  fluorescentes  mediante  reacción  o
interacción  química  con  otros  compuestos  químicos.  Los  procesos  físico-químicos
involucrados  en  esta  “conversión”  de  un  compuesto  no  fluorescente  en  una  entidad
fluorescente son muy variados e involucran desde reacciones covalentes hasta formación de
complejos o cambios de conformación moleculares. 
Desde  el  punto  de  vista  analítico,  al  conjunto  de  compuestos  que  permiten  generar
fluorescencia  a  partir  de  moléculas  que  no  la  poseen,  cuando  se  utilizan  equipos  de
Cromatografía  Líquida,  se  les  denomina  agentes  derivatizantes  (en  el  caso  de  la
Cromatografía  en  Capa  Fina  se  suelen  denominar  reveladores).  Normalmente,  los
derivatizantes  suelen  ser  eficaces  sólo  para  un  compuesto  o  un  conjunto  particular  de
compuestos (6). Existe una enorme variedad de derivatizantes descritos en la bibliografía para
diferentes sistemas de separación cromatográficos y electroforéticos, los cuales se basan en
fenómenos físico-químicos muy diversos (6). Sin embargo, no hay descritos hasta el momento
procedimientos,  derivatizantes  o  sistemas  de  detección  universal,  para  convertir  en
fluorescente a cualquier compuesto químico y que sean aplicables a diferentes sistemas de
separación.
En general, los métodos de derivatización cromatográfica se basan en que (5):
1) algunos  compuestos  (fundamentalmente  orgánicos)  pueden  ser  convertidos  en
fluorescentes  mediante  reacción  química  con  otro  compuesto  el  cual  es  también  no
fluorescente. Por ejemplo, el o-ftalaldehído, no fluorescente, reacciona con grupos amino
primarios  en presencia de  un  tiol  para  generar  compuestos  de  condensación  altamente
fluorescentes. El ensayo es sensible en el rango de los nanomoles.
2) Algunos  compuestos  orgánicos  no-fluorescentes  pueden  reaccionar  o  interaccionar  con
fluoróforos para dar lugar a entidades que muestran distintas propiedades de fluorescencia
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que  el  fluoróforo  de  partida.  Por  ejemplo,  el  4-(aminosulfonil)-7-(1-piperazinil)-2,1,3-
benzoxadiazol, en presencia de dietil fosforocianidato, reacciona con ácidos carboxílicos
formando aductos que emiten fluorescencia a largas longitudes de onda.
Muchos  de  estos  procedimientos  involucran  la  ruptura  y  formación  de  enlaces
covalentes, así como el uso de temperaturas relativamente altas y, por tanto, son destructivos
desde el punto de vista del analito.
Un libro reciente (6) da una idea bastante completa de la variedad de los procedimientos
de derivatización en cromatografia líquida. Un panorama similar puede encontrarse en el caso
de la derivatización fluorescente TLC (7). En este caso, existe un método destructivo que
convierte en fluorescentes a bastantes compuestos orgánicos y que se basa en la reacción en
caliente de los vapores del hidrógenocarbonato de amonio con dichos compuestos (8). No se
ha profundizado en el mecanismo de dicha reacción.
1.3.3. Sensores y sondas moleculares fluorescescentes
Un sensor fluorescente es un dispositivo en el que una propiedad relacionada con la
fluorescencia cambia en respuesta a un analito. Estos cambios pueden deberse a diferentes
propiedades,  tales  como la  intensidad,  el  espectro  de  excitación,  el  espectro  de  emisión,
anisotropia, tiempo de vida de la especie excitada, etc...
Los  sensores  presentan  ventajas  que  hacen  que  su  uso  en  campos como la  química
analítica,  la  bioquímica  clínica,  la  medicina,  el  medio  ambiente,  sea  cada  vez  mayor:
fundamentalmente, su tiempo de respuesta, la posibilidad de observación local (con técnicas
de imagen), la posibilidad de la detección remota (fibra óptica), junto con su sensibilidad y
selectividad.
El dispositivo-sensor necesita una molécula que proporcione los cambios reseñados en
la fluorescencia. Ya sea como agente derivatizante o como sensor, es este aspecto molecular y
físico-químico de los cambios de la señal fluorescente en el que nosotros estamos interesados
en esta Memoria. 
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1.3.3.1. Términos utilizados
La terminología en el campo de los sensores moleculares es muy variada puesto que se
ha ido acuñando en disciplinas diferentes, con el uso de técnicas diferentes y condiciones
particulares de trabajo. Así, se usan términos como indicadores de fluorescencia (fluorescent
indicators), sondas fluorescentes (fluorescent probes), derivatizantes (fluorescent derivatizing
agents, en cromatografía líquida), reveladores (fluorescent revealing agents, en cromatografía
en capa fina), quimiosensores (“fluorescent chemosensors”), biosensores, moléculas sensoras
luminiscentes, sensores ópticos fluorescentes, etc...
El  concepto  “sensor  molecular  fluorescente”,  sugerido  por  Valeur  (2)  recoge  los
aspectos moleculares de la fluorescencia inducida por moléculas. En los sensores moleculares
fluorescentes, el fluoróforo (o la especie fluorescente resultante) es la especie que actúa como
un transductor de la señal, el cual convierte la información (presencia de analito) en una señal
óptica expresada como cambios en las características fotofísicas del fluoróforo o del sistema.
Así,  como  hemos  comentado,  el  denominador  común  de  los  sistemas  abarcados  por  la
presente definición es el  aspecto molecular, el fenómeno físico-químico responsable de la
emisión fluorescente inducida por moléculas.
 
Este concepto es distinto del de “sensor fluorescente” propiamente dicho, que incluiría
un dispositivo más complejo, que va más allá de la interacción entre analito-fluoróforo (9).
Así,  un  sensor  fluorescente  incluiría  además  una  fuente  de  luz,  un  dispositivo  de
inmovilización de molécula-analito, sistema óptico (con fibra óptica o no), y detector de luz,
conectado a la electrónica necesaria para registrar  y mostrar la señal. Según la definición
corrientemente en uso, un sensor fluorescente comprendería todo el dispositivo mencionado. 
El término “sensor molecular fluorescente” se solapa con el de sonda fluorescente,
usándose  ambos  casi  de  modo  indistinto.  Otro  concepto  es  el  de  “sonda  de  polaridad”,
entendiéndose por tal aquella molécula que proporciona  información local acerca del medio
que la circunda debido al efecto que dicho medio tiene en alguna propiedad relacionada con la
fluorescencia. Por las características de las moléculas utilizadas en esta Memoria, en las que
fundamentalmente varía la intensidad de emisión y en las que el medio influye de manera
significativa, utilizaremos preferentemente los términos “sonda” y “sonda de polaridad”.
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Estos términos tienen un sentido más amplio que el de “detector”. En efecto, el uso de
este  último  término  se  suele  encasillar  en  el  campo  de  la  cromatografía  restringiéndose
además su uso para la detección de una especie por fluorescencia nativa y no para la detección
de una emisión fluorescente inducida por otra molécula. Por ello,  dado que las moléculas
propuestas en este trabajo pueden ser utilizadas tanto usando técnicas cromatográficas como
usando otras técnicas diferentes, hemos preferido el término más general de “sonda” al de
“detector”.
1.3.3.2. Mecanismos físico-químicos de los sensores y sondas moleculares fluorescentes
La enorme variedad de fenómenos moleculares que inducen fluorescencia pueden ser
agrupados,  según Lakowickz,  en  tres  tipos  de  mecanismos  fundamentales  (1).  En primer
lugar, el “quenching” colisional, o sea disminución de la intensidad de emisión o del tiempo
de  vida  de  la  especie  excitada.  En  este  caso,  se  identifica  un  fluoróforo  que  presenta
“quenching” en presencia de  un analito  (10).  Este  decrecimiento en intensidad puede ser
utilizado para determinar la concentración del analito.
Otro mecanismo general es el reconocimiento molecular de analito (1). Esto ocurre
cuando el fluoróforo puede existir en dos estados, dependiendo de la concentración de analito.
Típicamente, hay un equilibrio entre el fluoróforo libre en disolución y el fluoróforo unido al
analito. Una de las formas puede ser no fluorescente en cuyo caso la emisión es sólo vista en
ausencia o presencia de analito, dependiendo en qué forma es fluorescente. Alternativamente,
ambas formas pueden ser fluorescentes pero diferir en su rendimiento cuántico o espectro de
emisión.  El  cambio  en  intensidad  o  en  el  espectro  es  utilizado  para  determinar  la
concentración de analito. 
Dentro  de  este  tipo,  pueden  existir  muchos  mecanismos  para  diseñar  sensores
moleculares  que  proporcionen  cambios  de  fluorescencia  en  respuesta  a  los  analitos.  Por
ejemplo, la formación de estados TICT (Twisted Internal Charge Transfer) que dan lugar a
cambios conformacionales (11). También la transferencia electrónica fotoinducida (PET) que
ha sido usada para desarrollar sensores para determinar iones metálicos (12-14). Un esquema
de este último mecanismo se muestra en la siguiente figura (figura 1.3).
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Figura  1.3:  Sensor  químico  basado  en  transferencia  electrónica
fotoinducida. Dibujo tomado del Lakowicz (1).
En  los  dos  grandes  tipos  de  mecanismos  citados  (“quenching”  colisional  y
reconocimiento de analito), el sensor o sonda debe ser sensible únicamente al analito.
La  transferencia  de  energía  de  resonancia  (RET)  es  otro  mecanismo  general  de
inducción de fluorescencia. Se basa en la transferencia de energía entre un donor y un aceptor
a una cierta distancia (distancia de Förster) debido a cambios en la proximidad de un analito,
o  a  cambios  en el  espectro de absorción del  aceptor debidos a  cambios  dependientes del
analito (15-24).
1.3.3.3.  Sensores  y  sondas  moleculares  fluorescentes  basados  en  variaciones  de
intensidad de fluorescencia
Comparativamente, existen descritos muchos más sensores moleculares fluorescentes
que producen cambios espectrales que aquéllos que presentan exclusivamente variaciones en
la intensidad de emisión.
Como se ha comentado, existen sensores o sondas moleculares basados en disminuciones de
la intensidad de emisión fluorescente por “quenching” colisional o RET. 
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También  existen,  aunque  comparativamente  menos  numerosos,  aquéllos  que,  en
presencia  de  analito,  proporcionan  aumentos  o  disminuciones  de  la  intensidad  de
fluorescencia, sin ningún cambio espectral más. Entre éstos cabe destacar varias sondas para
determinar  Ca2+:  Calcium  GreenTM,  Fluo-3  y  Rod-2  (11);  para  determinar  Na+,  como  el
Sodium GreenTM(25),  así  como otras de tipo éteres corona,  para determinar aniones,  tales
como fosfatos y citratos (20-24). Cabe clasificar estos tipos de sondas dentro de aquéllas de
reconocimiento  molecular.  Como  se  ha  mencionado  anteriormente,  los  cambios  en  la
intensidad de fluorescencia son debidos a los diferentes rendimientos cuánticos entre la forma
libre  de  la  sonda en  disolución  y  la  forma unida  al  analito.  En los  casos  anteriores,  los
cambios en el rendimiento cuántico se han explicado por la formación de estados TICT.
1.3.4. Sondas de polaridad
Algunas  sondas  fluorescentes  permiten  estimar  la  polaridad  local  de  un  medio  (en
disolventes,  en  diferentes  fenómenos  biológicos:  regiones  de  células,  en  proteínas,  en
membranas, etc...) (2). Antes de presentar algunos ejemplos descritos en la literatura acerca de
estas sondas, nos parece pertinente explicar qué entendemos por polaridad y describir cómo
influye el disolvente en la fluorescencia de dichas moléculas, tanto más cuanto que las sondas
que  constituyen  el  objeto  de  la  presente  Memoria  presentan  estas  características.  Las
propiedades de un sensor molecular fluorescente no pueden ser desligadas del disolvente en el
que opera. Menos todavía si se trata de una sonda de polaridad.
1.3.4.1.  El  concepto  de  polaridad  y  el  e  fecto  de  los  disolventes  sobre  la  emisión  
fluorescente de las moléculas: solvatocromismo
Desde los trabajos de Berthelot y Péan de Saint-Gilles en 1862 (26) se conoce que los
disolventes  influyen  considerablemente  tanto  en  las  velocidades  de  reacción  como  en  la
posición de los equilibrios químicos. Tal dependencia del disolvente es también observada en
las bandas espectrales de las especies determinadas mediante técnicas espectroscópicas (UV,
IR, fluorescencia, RMN, etc...). Es decir, que cambios en la naturaleza o composición de los
disolventes inducen cambios en las bandas de emisión fluorescente de las moléculas. 
Estos  cambios,  denominados,  cambios  solvatocrómicos  son  la  evidencia  experimental  de
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cambios en la energía de solvatación. Un panorama completo de la discusión sobre este tema
puede ser consultado en diversos trabajos de Reichardt (27,28).
En otras  palabras,  cuando  un  soluto  es  rodeado por  moléculas  de  disolvente  sus  estados
fundamental  y  excitado  son  estabilizados  por  interacciones  soluto-disolvente  en  mayor  o
menor medida, dependiendo de la naturaleza química de ambos.  Las interacciones soluto-
disolvente son descritas comúnmente en términos de interacciones no específicas (Van der
Waals) e interacciones específicas (p. ej., enlaces de hidrógeno).
En disolución, las interacciones no específicas soluto-disolvente no sólo serán debidas
a los momentos dipolares permanentes de soluto (?sol) y disolvente (?dis) sino también a sus
polarizabilidades (? sol,   ? dis).  La polarizabilidad se define por  medio del  dipolo  ? i =  ?  E
inducido por un campo eléctrico externo,  E,  en su propia dirección. Así, en el caso de una
molécula neutra (pero polar) en un disolvente, las cuatro interacciones dieléctricas principales,
son:
* dipolo-dipolo: ?sol – ?dis
* dipolo-dipolo inducido: ?sol – ? dis
* dipolo-dipolo inducido(efecto Stark): ? dis - ?sol 
* dispersión: ?dis – ? sol
Para describir los cambios solvatocrómicos, se considera un término adicional relativo
al soluto, con dimensiones de energía: el relativo al momento dipolar de transición que resulta
de la migración de las cargas eléctricas durante la transición electrónica producida por la
excitación.
El término “polaridad” es utilizado para expresar el complejo panorama de todos los
tipos  de  interacciones  soluto-disolvente  que  sufre  una  molécula,  tanto  aquéllas  que  son
específicas  como  las  inespecíficas.  De  aquí  que  la  polaridad  no  pueda  ser  definida
satisfactoriamente por un único parámetro,  aunque se asocie a veces de forma demasiado
simplista con la constante dieléctrica o el momento dipolar. 
Se  han  desarrollado  desde  hace  tiempo escalas  empíricas  de  polaridad  basadas  en
cambios  solvatocrómicos  de  determinados  compuestos  (28).  Así,  un  desplazamiento  del
espectro  de  absorción  (y  emisión)  hacia  el  rojo  (batocrómico)  con  un  incremento  de  la
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polaridad  del  disolvente  se  denomina  solvatocromismo  positivo.  Un  desplazamiento  del
espectro de absorción (y emisión) hacia el azul (hipsocrómico) con la polaridad del disolvente
se denomina solvatocromismo negativo.
1.3.4.2. Ejemplos de sondas de polaridad
Una de las sondas de polaridad que proporciona mayores cambios solvatocrómicos en
espectros  de  absorción es  la  conocida  como betaína  de  Reichardt  o  2,6-difenil-4-(2,4,6-
trifenil-N-piridinio)-fenolato betaína (29). La longitud de onda de su banda de absorción en el
visible es desplazada 357 nm cuando se pasa del difeniléter al agua como disolventes. La disolución de la betaína es roja en metanol, violeta en etanol, azul en alcohol
isoamílico, verde enactona y amarilla en anisol,comprendiendo así todalaregión del visible. Estedeplazamiento de la absorción?- ?*,  inusualmente grande,s
debido  a  una  transferencia  de  carga  intramolecular  y  ha  sido  usado  para  introducir  un
parámetro empírico de polaridad de disolventes (ET30) (28). Se detallan otras propiedades de
la betaína de Reichardt en el apartado 1.4.2. En la presente Memoria presentamos un estudio
sobre el comportamiento de esta sonda en fluorescencia.
Existen  bastantes  ejemplos  de  sondas  de  polaridad  basadas  en  fluorescencia  cuya
variación de dicha propiedad en diferentes disolventes viene más de cambios en la longitud de
onda de emisión que de cambios en la intensidad de emisión. Así, la expresión más utilizada
es la ecuación de Lippert-Mataga (27, 30, 31): 
Esta ecuación permite el cálculo de la variación en la longitud de onda de emisión asumiendo que el fluoróforo es un dipolo puntual en el centro de
una cavidad esférica de radio a en un medio homogéneo, dieléctrico isotrópico que tiene una permitividad relativa
?
. 
El tratamiento cuántico de este modelo puede consultarse en (32). 
En dicha ecuación, µe - µg  representa la variación del momento dipolar entre el estado
excitado y el estado fundamental y ∆f  viene dado por la siguiente expresión,
)
Π
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donde n representa el indice de refracción del medio.
Un ejemplo de este tipo de sondas lo constituye la molécula denominada PRODAN
[(6-propionil-2-(dimetilaminonaftaleno)](33). Esta presenta un cambio de Stokes alto: 4300
cm-1 en ciclohexano y 8640 cm-1 en agua. Según Valeur, la literatura es confusa en atribuir un
mecanismo al cambio espectral observado por dicha sonda (ver, por ejemplo, 34, 35).
Se  han  descrito  muchas  menos  sondas  fluorescentes  de  polaridad  que  presenten
fundamentalmente  una  variación en el  rendimiento cuántico,  en comparación con las  que
producen  una  variación  en  la  longitud  de  onda  espectral  (2,  27).  Asímismo,  no  se  han
propuesto expresiones equivalentes a la ecuación de Lippert-Mataga para poder predecir la
intensidad de la fluorescencia emitida en estos casos. 
En  esta  Memoria  se  describen  sondas  en  las  que  la  propiedad  que  varía
fundamentalmente es la intensidad de fluorescencia y no la longitud de onda de emisión.
Una sonda de polaridad de estas características es la conocida con la abreviatura ANS
(1-anilino-8-naftaleno sulfonato) descubierta por Weber and Lawrence en 1954 (36-39). Tiene
además la característica de no presentar apenas intensidad de fluorescencia en medio acuoso y
una elevada intensidad de emisión en disolventes de baja polaridad. Esta sonda y su derivada
TNS  (p-toluidinil-6-naftaleno  sulfonato)  se  han  usado  extensivamente  como  sondas  para
obtener información en proteínas, membranas biológicas y sistemas micelares. 
Las razones por las que estas sondas presentan grandes variaciones en intensidad con
la polaridad de los disolventes no están claras y han sido atribuidas a procesos competitivos
basados en transferencia de carga intramolecular, interacciones específicas disolvente-soluto,
cambios  de  conformación,  transiciones  intersistema  al  estado  triplete,  y  fotoionización
monofotónica. Estas sondas presentan también una variación de las longitudes de onda de
emisión en función de la polaridad del disolvente, según la representación de Lippert [(? em –
? exc)  frente  a  la  función polarizabilidad de  orientación, ? f].  Dada  la  linealidad  de  esta
representación, sólo parece haber interacciones inespecíficas de esta sonda con el disolvente.
 1.4. Hipótesis de trabajo: nuevas sondas de fluorescencia y su aplicación a
sistemas analíticos basados en la fluorescencia
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Se demostró en trabajos anteriores  (40), (41-50) que el catión berberina (figura 1.4) se
comporta como una sonda fluorescente que permite detectar y cuantificar con alta sensibilidad
(ng)  hidrocarburos  saturados  y otras moléculas de baja  polaridad que  poseen baja o  nula
respuesta en ultravioleta y fluorescencia. 
                Figura 1.4: Catión berberina
Dado que los hidrocarburos saturados no poseen espectro UV ni de fluorescencia en las
condiciones  habituales  de  uso  analítico  y  que,  además,  han  sido  considerados
tradicionalmente  como inertes,  se  investigó  la  naturaleza  de  la  fluorescencia  emitida.  La
conclusión es que, a temperatura ambiente, se produce una interacción ión-dipolo inducido
entre el catión berberina e hidrocarburos saturados, que es responsable del aumento observado
en  la  intensidad  de  emisión.  Los  experimentos  se  llevaron  a  cabo  en  un  sistema  de
cromatografía en capa fina. La respuesta fluorescente depende de la concentración del catión
berberina en la capa y de la longitud de cadena del alcano.
     
Hay que mencionar que no se había publicado con anterioridad la explicación molecular
de un fenómeno de inducción de fluorescencia que involucrara hidrocarburos saturados. El
hecho de que en esta emisión fluorescente: i) estuvieran involucradas interacciones dipolares
débiles; ii) de que sólo hubiera cambios en la intensidad de emisión; y iii) de que hubiera
aumentos de fluorescencia respecto de la fluorescencia de base del catión berberina, nos hizo
plantearnos el profundizar más en este fenómeno que no había sido previamente descrito.
En esta Tesis, estudiamos si este tipo de inducción de fluorescencia también ocurre en
disolución, profundizar en su mecanismo y adaptar el fenómeno, como sistema de detección,
a diferentes sistemas analíticos de separación. Asímismo, nos planteamos si otras moléculas
de  estructura  química  diferente  a  las  ya  detectadas  (que  eran,  fundamentalmente,
hidrocarburos saturados y lípidos) podrían ser detectadas con esta sonda. Esta hipótesis de
O
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partida se justifica a la luz de la bibliografía encontrada, que se detalla a continuación.
1.4.1. Alcance de la detección de analitos usando el catión berberina como sonda
fluorescente
Justificaremos aquí por qué pensamos, como hipótesis de partida de este trabajo, que la
fluorescencia inducida por el catión berberina era un fenómeno aplicable a analitos distintos
de los hidrocarburos ya estudiados.
El catión berberina (o, simplemente, berberina) ha sido muy utilizado en el pasado como
marcador fluorescente. Ha sido usado, y aún lo es, como marcador de células en Histoquímica
y Citoquímica,  debido a una  interacción supuestamente  específica  entre  la  berberina  y la
heparina  (51-55).  Asímismo,  es  usado  como  agente  de  tinción  para  mitocondrias,
cromosomas, núcleos celulares, cromatina y citoplasma basofílico (56-59). Además, se han
publicado interacciones del catión berberina con diferentes biocompuestos diana, de cara a
determinar éstos cuantitativamente en diferentes sistemas. Podemos citar: la enzima alcohol
deshidrogenasa  de  hígado  (60),  albúmina  de  suero  humano  (61),  acetilcolinesterasa  (62),
liposomas (63) y estrógenos (64). 
En  estos  casos,  se  utilizaron  diferentes  técnicas  tales  como  espectroscopía  de
fluorescencia,  microscopía de fluorescencia o  citometría de  flujo.  Estos  ejemplos han ido
apareciendo esporádicamente en la bibliografía desde hace treinta años.
En  una  publicación  relativamente  reciente  (65)  se  postula  que  la  berberina  es  una
interesante sonda fluorescente para ADN, en todo caso mejor que el tóxico bromuro de etidio.
Este es uno de los marcadores fluorescentes que más asiduamente se utilizan para la detección
de ADN (66).  En efecto,  la  berberina es  apenas  fluorescente en agua,  no es  tóxica,  y  la
intensidad de su emisión fluorescente aumenta de modo importante en presencia de ADN. Se
han llevado a cabo varios estudios sobre la interacción berberina-ADN (67-74), y sobre la
interacción de otras moléculas con berberina previamente unida a ADN (74,75).
Cuando la  berberina es considerada como un analito  en lugar de un marcador,  se ha
determinado  también  por  fluorescencia,  ya  sea  mediante  determinación  directa  mediante
aumentos  de  fluorescencia,  o  por  disminuciones  de  fluorescencia  (“quenching”)  de  otro
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compuesto fluorescente. Como ejemplo del primer caso cabe citar la determinación, mediante
HPLC-fluorescencia, de bajas concentraciones de berberina aprovechando el aumento de la
emisión fluorescente en el espectro de la berberina, producido en presencia de disolventes
halogenados (76). Se encontraron similares aumentos deintnsidad en el espectro delabrberina en presencia de?-cyclodextrinas (77), olaurils fato
sódico (78),  éste último en disolventes de baja constante dieléctrica.  En el  caso del lauril
sulfato  sódico,  la  berberina  fue  determinada por  “quenching” de  fluorescencia  cuando se
cambió a etanol como disolvente (79).
Existen  otros  ejemplos  de  determinación  de  berberina  por  “quenching”  usando
dispositivos tipo sensor en matrices de PVC: tetrafenilporfina, cloro(tetrafenil-porfinato) de
manganeso  (80);  2-(4-bifenil)-6-fenilbenzoxazol  (81);  1,4-bis(1,3-benzoxazol-2-il)benceno
(82). En estos casos, la intensidad de fluorescencia de la berberina disminuye cuando ésta
interacciona  con  la  correspondiente  molécula  sensor.  Todos  estos  ejemplos  han  estado
dispersos por la bibliografía durante años. 
La  primera  conclusión  de  esta  búsqueda bibliográfica  es  que  no  se  puede hablar  de
especificidad en la interacción de la berberina con cualquier otro analito. 
Pensamos que estos aumentos o disminuciones de la fluorescencia de la berberina, ya sea
cuando  ésta  se  considera  sensor  o  ya  sea  cuando  se  considera  analito,  son  diferentes
manifestaciones del mismo fenómeno el cual involucra interacciones no específicas entre el
catión  berberina  y  cualquier  otra  molécula,  y  una  emisión  de  fluorescencia.  Así,  nuestra
hipótesis de partida ha sido averiguar el tipo de analitos (y su número) que pueden inducir
variaciones  en  el  espectro  fluorescente  de  la  berberina  y,  en  consecuencia,  estudiar  la
utilización de dicho compuesto para el análisis de tales analitos. 
Los resultados se exponen a lo largo de esta Memoria. 
1.4.2. El caso de la betaína de Reichardt
Como se ha comentado en el apartado 1.3.4.2, la betaína de Reichardt exhibe uno de los
mayores efectos solvatocrómicos que han sido observados en ultravioleta/visible aunque no
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ha sido utilizada en fluorescencia porque apenas muestra emisión en los disolventes utilizados
(27) (83). Las características electrónicas de esta molécula junto con unos buenos resultados
preliminares obtenidos en cromatografía en capa fina (en ausencia de disolvente) nos hicieron
estudiar más en detalle esta sonda en fluorescencia. Los resultados se exponen a lo largo de
esta Memoria. A continuación se exponen algunas propiedades de esta molécula.
La solvatación diferencial de las moléculas en los correspondientes estados fundamental
y excitado es responsable de los cambios solvatocrómicos observados en los espectros. La
extensión de esta  solvatación diferencial  depende de  las  fuerzas  intermoleculares entre  el
soluto y las moléculas de disolvente que lo rodean (27,28).
Como se observa a partir de las estructuras de esta betaína en los estados fundamental
(zwitterión)  (figura  1.5a)  y  excitado  (birradical)  (figura  1.5b),  la  longitud  de  onda  de
absorción  (visible)  de  esta  molécula  está  relacionada  con  una  transferencia  de  carga
intramolecular  desde  el  fenolato  a  la  parte  piridínica  de  la  molécula.  La  solvatación
diferencial  del  estado  fundamental  (altamente  dipolar  por  ser  un  zwitterión)  y  el  estado
excitado menos dipolar es la responsable del efecto solvatocrómico negativo exhibido. 
                 Figura 1.5a: Betaina en estado fundamental       Figura 1.5b: Betaina en estado excitado
Hay pruebas  experimentales  directas  de  esta  transferencia de  carga  intramolecular:  la
radiación  electromagnética  emitida  por  moléculas  de  betaína  orientadas  mediante
fotoexcitación ha sido medida directamente (84). El momento dipolar decrece y cambia de
dirección tras fotoexcitación. Por otro lado, la velocidad de las reacciones de transferencia
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electrónica  pueden  estar  fuertemente  influenciadas  por  la  dinámica  del  movimiento  del
disolvente.
La  mayor  estabilización  por  los  disolventes  del  estado  fundamental  zwitteriónico,
altamente dipolar, respecto al estado excitado (birradical) se debe a las siguientes propiedades
de la molécula de betaína (27,28): 
a) ésta  presenta  un  alto  momento  dipolar  permanente,  siendo  capaz  de  “registrar”
interacciones dipolo-dipolo y dipolo-dipolo inducido; 
b) posee  un  sistema polarizable de  electrones ?  de 42 electrones,  capaz de “registrar” interacciones de dispersión,  las  cuales  deberían ser mayores  en  el  estado
excitado que en el fundamental, ya que aquéllos suelen ser más polarizables que éstos; 
c) el oxígeno del fenolato (básico) es capaz de interaccionar con ácidos de Brönsted (a través
de enlaces de H) y con ácidos de Lewis. La carga positiva de la parte piridínica de la molécula
está deslocalizada y estéricamente impedida, lo cual minimiza la interacción de la betaína con
disolventes básicos (de Lewis) (85).  De aquí  que,  además de interacciones no específicas
solvente-betaína,  esta  molécula  mida  preferencialmente  la  capacidad de  donación de  H y
acidez de Lewis de los disolventes orgánicos. 
La betaína clásica (sin modificar, tal y como la usamos nosotros) es muy poco soluble en
agua y en los solventes menos polares. Se ha mejorado la solubilidad en agua de la betaína
mediante  sustitución  de  un  fenilo  unido  al  grupo  piridinio  por  un  radical  piridilio.  La
solubilidad en hidrocarburos saturados se ha incrementado mediante sustitución en los grupos
fenílicos (posición para) con grupos -CF3 o t-butilo (28).
El análisis por Rayos X de la betaína-bromo sustituida muestra que la betaína no es una
molécula plana. No sólo los cinco grupos fenilo periféricos están fuera del plano (twisted) 
sino también la parte piridínica y el anillo fenolato, con un ángulo interplanar de 65 º entre
ellos (85).
Los trabajos basados en el  cálculo computacional  para estudiar las geometrías de los
estados fundamental y excitado establecen que ambas geometrías distan mucho de ser planas
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(casi 90 º en el estado excitado) incluso aunque varíen con el disolvente estudiado (86-88).
Asímismo, también demuestran claramente que el modelo de Onsager puede ser aplicado a
disolventes  que  no  proporcionan  interacciones  específicas  (en  principio,  lo  no  próticos),
aunque las condiciones de cálculo (p. ej., el radio de la cavidad donde se coloca el soluto)
debe ser tomado con precaución. 
La sensibilidad extrema del espectro de absorción visible de esta molécula al medio la ha
convertido  en  una  sonda  molecular  útil  en  el  estudio  de  sistemas  micelares  (89-93),
microemulsiones y capas de fosfolípidos (90), membranas líquidas (94), polímeros (95,96),
híbridos poliméricos orgánico-inorgánicos (97), matrices sol-gel (98), polaridad de superficies
(99-101),  y  comportamiento  en  la  retención  de  analitos  en  cromatografía  líquida  en  fase
reversa  (102).  Se  ha  desarrollado  un  sensor  óptico  para  alcohol  usando  membranas
poliméricas embebidas con betaína (103). También se ha utilizado como sensor (siempre en
absorción)  en  líquidos  iónicos  (1-butil-3-metilimidazolio  hexafluorofosfato)  a  temperatura
ambiente (104).
La betaína de Reichardt puede ser usada para la determinación, por UV/VIS, de agua y
otros disolventes polares en mezclas binarias de solventes de diferente polaridad (27).  Se
publicó un review de las aplicaciones de esta betaína en Química Analítica (105).
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Capítulo  2.  Sondas  moleculares  universales  basadas  en
variaciones  de  intensidad  de  fluorescencia  debida  a
interacciones ión-dipolo inducido
Nuestra hipótesis de partida era evaluar qué moléculas podían inducir variaciones en el
espectro fluorescente de la berberina, de cara a su uso como sonda molecular fluorescente. En
este capítulo se expone que el catión berberina no sólo sufre variaciones de la intensidad de
fluorescencia cuando interacciona  débilmente con hidrocarburos saturados y moléculas  de
baja  polaridad  sino  que  parece  hacerlo  para  cualquier  molécula,  tanto  orgánica  como
inorgánica. Se expone una teoría para explicar las principales características, el fundamento
físico-químico y los mecanismos de actuación de este sensor o sonda molecular fluorescente
frente a diferentes tipos de analito. 
Los  resultados  experimentales  y  la  teoría  desarrollada  sugieren  que  esta  molécula  puede
comportarse como una sonda universal de detección. 
 El mecanismo para explicar esta generación universal de fluorescencia se puede basar
fundamentalmente en el propuesto para la emisión fluorescente producida por la interacción
ión-dipolo inducido entre el catión berberina y los hidrocarburos saturados.
Se  demuestra  que  este  fenómeno  ocurre  tanto  en  ausencia  de  disolvente  como  en
disolución.  Los propios disolventes inducen diferentes intensidades de emisión del catión
berberina.
De  acuerdo  con  la  teoría  propuesta,  parece  tratarse  de  un  fenómeno  general:  otros
fluoróforos  catiónicos  se  comportan  de  modo  similar  al  catión  berberina,  aunque  los
estudiados se comportan menos eficazmente.
Trataremos de demostrar estos puntos a lo largo del presente capítulo.
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2.1.  Fluorescencia  inducida  por  el  catión  berberina  en  ausencia  de
disolvente: fenómeno y teoría
Los experimentos en ausencia de disolvente se han llevado a cabo utilizando un sistema
de Cromatografía en Capa Fina con densitometría de fluorescencia de barrido y utilizando
placas de cromatografía de capa fina (TLC), las cuales son impregnadas con una disolución
metanólica de berberina. Estas placas pueden ser de tamaño de partícula entre 5 y 25 ?m
(denominadas  de  TLC)  o  de  alta  eficacia,  con  tamaños  entre  3-10  ?m  (denominadas  de
HPTLC).  Antes  de  realizar  la  medida  de  fluorescencia  (y  la  aplicación  de  muestra)  el
disolvente es evaporado de la placa. Los detalles experimentales pueden ser consultados en el
anexo A-I y en la referencia (1).
 
Como se mostró en anteriores trabajos (1-12), cuando una placa de TLC se impregna
con una disolución del catión berberina, la aplicación de un hidrocarburo saturado sobre la
placa (una vez el disolvente ha sido evaporado) produce un incremento de la intensidad de
fluorescencia de dicho catión (entre 450 y 550 nm), cuando el sistema es irradiado con luz
ultravioleta a 365 nm. Esta fluorescencia es exclusivamente debida a la muestra en presencia
de  berberina,  y  su  intensidad  es  proporcional  a  la  masa  de  hidrocarburo  añadido  y  a  la
longitud de su cadena alquílica. La magnitud de la señal también depende de la concentración
de berberina. 
La figura 2.1 muestra un esquema de este fenómeno.
           
    Figura 2.1: Esquema del proceso fluorescente de los alcanos con la berberina.
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La naturaleza y los mecanismos de esta emisión fluorescente en ausencia de disolvente
fueron elucidados para el caso de los hidrocarburos saturados y de otras moléculas de baja
polaridad (3,4). Se expone aquí un resumen de los mismos por su pertinencia a la hora de
explicar la respuesta fluorescente de otros tipos de moléculas.
En  ausencia  de  disolvente,  el  incremento  de  la  intensidad  de  emisión  puede  ser
explicado considerando dos factores: la constante dieléctrica del sistema (ε) y el rendimiento
cuántico (Φ) (3,4).
2.1.1 Primer mecanismo: Influencia de la constante dieléctrica (  ε  ) 
Según  la  teoría  cuántica  clásica  la  intensidad  de  la  señal  fluorescente  emitida  (I)  es
proporcional  al  coeficiente  de  Einstein  de  emisión  espontánea,  A,  el  cual  depende
inversamente de la constante dieléctrica del medio según la ecuación 2.1:
donde νfi es la frecuencia de transición, ?  es h/2pi, c es la velocidad de la luz, µfi es el dipolo
de transición que opera sobre las funciones de onda final (Ψf) e inicial (Ψi) (ecuación 2.2)
De este modo un alcano (o cualquier compuesto lipofílico) al interaccionar con la berberina
recubriéndola en la capa fina, crea un microentorno apolar el cual, a su vez, hace decrecer la
constante dieléctrica del sistema silica gel-berberina, aumentando así la intensidad de la señal
fluorescente.
2.1  .2. Segundo mecanismo: modelo ión-dipolo inducido  
 Por otra parte, el alcano proporciona un entorno apolar para el catión berberina excitado
que impide mecanismos alternativos de relajación y favorece la emisión fluorescente.   
El  modelo  ion-dipolo  inducido  permitió  explicar  los  hechos  experimentales  (4).  El
Ecuación 2.1
Ecuación 2.2
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rendimiento cuántico (Φ)  debe ser proporcional a la energía de solvatación (13) entre el
catión fluorescente k y la molécula neutra apolar i (en este caso, alcanos), según la ecuación
2.3. Por tanto,  Φ dependerá de la polarizabilidad intrínseca de cada alcano (αι ) ya que las
demás magnitudes de la ecuación siguiente deben ser prácticamente constantes al pasar de un
alcano a otro.
donde Uk es la constante de proporcionalidad a una temperatura dada, Zk es la carga del catión
fluorescente, r es la distancia desde la carga al centro del dipolo inducido, ε es la constante
dieléctrica del medio y αι  es la polarizabilidad intrínseca del analito. De acuerdo con esta
expresión, para una molécula i el valor de Φik depende solo del valor de αi a una temperatura
dada.
Por tanto, bajo estas condiciones y a una concentración dada, el aumento de la intensidad
de fluorescencia (∆Ifi) es linealmente dependiente de la polarizabilidad de la molécula neutra
que recubre al fluoróforo, según la ecuación 2.4 y la figura 2.2.
donde A y B son constantes para un fluoróforo dado.
Figura 2.2: Curva de respuesta de varios alcanos en fluorescencia con
respecto a su polarizabilidad.
Ecuación 2.3
Ecuación 2.4
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En  resumen,  se  demostró  que,  en  ausencia  de  disolvente,  la  interacción  ión-dipolo
inducido entre el catión berberina e hidrocarburos saturados era responsable del aumento de la
intensidad de emisión obtenido respecto a la del catión berberina. Este fenómeno, dependiente
de la concentración de berberina en la capa y de la longitud de cadena del alcano, también se
producía en el caso de otras moléculas de baja polaridad como los lípidos. 
En este trabajo se explicaba por vez primera (3,4) un fenómeno de fluorescencia en el que
se encontraban involucrados hidrocarburos saturados, los cuales no presentan espectro UV o
de  fluorescencia  en  condiciones  usuales  de  trabajo  analítico  y,  ademas,  son  moléculas
tradicionalmente consideradas como inertes. 
El  mecanismo  de  acción  propuesto  para  esta  fluorescencia  ión-dipolo  inducida  es
sustancialmente  diferente  de  otros  propuestos  para  otros  casos  de  sensores  fluorescentes
basados  en  aumentos  del  rendimiento  cuántico  (14,15).  Existen  sensores  basados
principalmente en la formación de complejos de transferencia interna de carga. Los sensores
descritos en la literatura suelen involucrar cambios conformacionales o transferencia de carga
en  el  fluoróforo  cuando  interacciona  con  el  analito.  Este  es,  por  ejemplo,  el  caso  de  la
detección de cationes metálicos con algunos fluoróforos aromáticos o el caso de los sensores
comerciales Calcium-greenTM, Fluo-3 o Rhod-2 (14).
Según  los  datos  computacionales  obtenidos  a  partir  de  un  estudio  de  orbitales
moleculares  (3),  la  berberina  se  comporta  de  modo  diferente.  Se  excluyen  cambios
conformacionales.  Además,  la  excitación  electrónica  involucra  una  reorganización  de  la
densidad electrónica en la totalidad de la molécula. La transición S0→ S1 induce una variación
considerable en la geometría de la berberina, principalmente a causa del C-N antienlazante en
uno de los anillos de la berberina, pero no una transferencia de carga. 
2.1.3. Detección universal de analitos: aumentos de fluorescencia y “quenching”
De  acuerdo  con  los  dos  mecanismos  de  la  teoría  propuesta,  se  confirmó
experimentalmente  la  respuesta  fluorescente  de  otros  compuestos  de  baja  polaridad,
principalmente lípidos, en el sistema estudiado. Asímismo, incluso diferentes fosfolípidos de
mayor polaridad que los lípidos neutros fueron también detectados en un trabajo anterior,
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aunque con intensidades de emisión menores (2). Estos ensayos se llevaron a cabo mediando
separación cromatográfica. En función de la compatibilidad de los analitos con los disolventes
de elución la preparación de la placa con berberina se hizo mediante pre o post-impregnación.
Así, pues, a la vista de que la teoría propuesta no parecía limitar el tipo de analito con
respuesta en el sistema, nos planteamos estudiar si otros analitos con diferentes estructuras y
polaridades producían variaciones en la intensidad de la emisión del catión berberina. Para
ello, comparamos sus respuestas, en las mismas condiciones cromatográficas, en un sistema
HPTLC. 
Algunas de las moléculas ensayadas presentaban problemas de compatibilidad con los
disolventes de elución y/o la fase estacionaria. En esos casos, los ensayos se llevaron a cabo
sin mediar elución, es decir, en condiciones no cromatográficas y sólo se evaluó el signo de la
respuesta (aumento o disminución de la fluorescencia respecto a la línea de base del catión
berberina). De este modo, se aplicaba una cierta cantidad de muestra sobre la placa de silica
gel previamente impregnada de berberina (6 mg/100 ml de metanol) y no se llevaba a cabo
elución con disolventes. Tras la aplicación, la placa era sometida a barrido fluorescente en las
condiciones descritas (longitud de onda de excitación: 365 nm; longitud de emisión: 450-550
nm; haz de barrido 0.4 x 0.4 mm). 
Entre las moléculas menos polares ensayadas, los polímeros convencionales estudiados
(p.  ej.,  poliestireno,  óxidos de  polietileno,  etc...)  proporcionaron elevados aumentos  de  la
intensidad de emisión usando placas de TLC impregnadas de berberina. Al tener un elevado
peso  molecular,  los  polímeros  pueden  interaccionar  con  varias  moléculas  de  berberina
produciendo un eficaz entorno apolar que favorece las vías radiativas de relajación y dando
así lugar a una emisión intensa (estos resultado también se dan en medio líquido; ver apartado
2.2.2.2). Hay que hacer notar que estos polímeros convencionales no presentan fluorescencia
en las condiciones estándar de uso analítico.
Todas las moléculas ensayadas proporcionaron o bien aumentos o disminuciones de la
intensidad fluorescencia respecto a la del catión berberina, utilizando las mismas condiciones
experimentales.  Algunos  compuestos  moderadamente  polares  produjeron  aumentos  en  la
respuesta.  En  la  figura  2.3  podemos  ver  el  aumento  de  fluorescencia  que  produce  el
dimetiltereftalato. 
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Figura 2.3: El cromatograma (a) corresponde a la respuesta fluorescente
con  λexc  365nm,  de  5µg  de  dimetiltereftalato  disuelto  en  cloroformo
mientras que el  cromatograma (b)  corresponde a la misma muestra pero
medida en UV a 254nm.
Asímismo, moléculas altamente polares produjeron disminuciones de la fluorescencia
emitida con respecto a la  del  catión berberina,  como podemos observar  en las siguientes
figuras correspondientes a la rifampicina (figura 2.4a) y al tocoferol (figura 2.4b).
Figura  2.4a:  El  cromatograma  (a)  corresponde  a  la
respuesta  fluorescente  con   λexc  365nm,  de  1µg  de
rifampicina y el   (b)  al  espectro UV a 254 nm de la
misma muestra.
Figura 2.4b: Ambos cromatogramas corresponden a
la  respuesta  fluorescente  con   λexc  365nm,  de  dos
cantidades crecientes de tocoferol, 1µg (a) y  5µg (b).
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Estas disminuciones de intensidad o “quenching” pueden ser  debidas a  una elevada
contribución de los diversos mecanismos de relajación no radiativos producidos por la mayor
polaridad de los analitos respecto de las moléculas apolares. Así, por ejemplo, la respuesta de
ciertas proteínas hidrófilas (ovoalbumina y trombina, figura 2.5) disminuye con respecto a la
línea de base de la berberina. Asímismo, al estudiar la respuesta de varios aminoácidos se
observó que la la histidina (hidrófilo) (figura 2.6a) proporcionó disminución, mientras que la
tirosina,  prolina  (figura  2.6b)  y  fenilalanina  (hidrófobos)  proporcionaron  aumentos  de
fluorescencia.
Figura  2.5: El  cromatograma  (a)  corresponde  al  espectro  de
fluorescencia a 365nm de la Ovoalbumina y el (b) a la Trombina.
Figura  2.6a: El  cromatograma  (a)  corresponde  al
espectro de fluorescencia a 365nm de 2µg de histidina
(aminoácido  hidrofílico),  y  el  (b)  al  espectro  UV a
254nm de dicha muestra.
Figura  2.6b: El  cromatograma  (a)  representa  el
espectro de fluorescencia a 365nm de 2µg de prolina
(aminoácido  hidrofóbico)  y  el  (b)  el  espectro  UV a
254nm de dicha muestra.
Así, pues, cabe explicar estos resultados sobre la base de la teoría propuesta para los
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aumentos de fluorescencia producidos por hidrocarburos saturados. En este caso, al ser éstas
moléculas  muy  apolares,  cualquier  interacción  con  la  berberina  esta  minimizada.  La
interacción ión-dipolo inducido, muy débil ella misma, entre el alcano correspondiente y la
berberina,  y  la  disminución  de  la  constante  dieléctrica  del  sistema  silica  gel-berberina
explicaron el  aumento de fluorescencia observado. En este contexto,  la  cuasi ausencia de
interacciones entre  el  analito  apolar  y  la  berberina fue un buen escenario para atribuir  la
fluorescencia observada a la interacción ión-dipolo inducido.
La interacción del catión berberina con moléculas con grados crecientes de “polaridad”
proporciona  disminuciones  crecientes  de  la  intensidad  de  emisión  debido  a  una  mayor
contribución relativa de los procesos de desexcitación no radiativos. La intensidad resultante
será un balance entre  los procesos  radiativos y no radiativos  debidos a  las características
estructurales  de  las  moléculas  que  interaccionan  con  el  catión  berberina,  aparte  de  otras
variables que influyen en el sistema, tales como la concentración de berberina en la placa, la
concentración de analito o las variables cromatográficas. En este sentido, es posible controlar
la sensibilidad de la detección (3) (ver capitulo 4)
En el caso de las moléculas polares, la explicación del fenómeno dentro de la teoría
propuesta  vendría  por  un  aumento  de  las  desexcitaciones  debidas  al  aumento  de  la
contribución  de  procesos  no  radiativos  (p.ej.,  transferencia  de  energía,  etc...)  frente  a  los
radiativos, producidos por interacciones de diversos tipos, incluidas interacciones específicas,
entre el catión berberina y los correspondientes analitos polares.
2.2.  Fluorescencia inducida por el catión berberina en medio líquido 
Una vez estudiado el fenómeno en ausencia del disolvente, se procedió a estudiar si
existían también en medio líquido aumentos y disminuciones de fluorescencia inducidas por
el catión berberina, o, en otras palabras, si cualquier analito hacía variar la intensidad del
espectro  de  fluorescencia  del  catión  berberina,  como en  el  caso  de  los  experimentos  sin
disolvente.
2.2.1. Fluorescencia del catión berberina en disolventes
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Se  comenzó  estudiando  la  fluorescencia  estática  del  catión  berberina  en  distintos
disolventes ya que, según la teoría propuesta, los propios disolventes también deberían inducir
cambios en la intensidad de la fluorescencia emitida por dicho catión.
En la figura 2.7 se representan intensidades de emisión del catión berberina en distintos
disolventes. Los detalles experimentales se pueden encontrar en el Anexo A-VI.
En efecto, cuando el catión berberina se disuelve en disolventes, se obtienen para cada
uno intensidades de emisión diferentes, como podemos observar en la  figura 2.7.  Entre los
disolventes estudiados, encontramos las intensidades de fluorescencia más altas para el caso
del diclorometano (DCM). Por el contrario, el agua proporciona las menores intensidades de
fluorescencia encontradas. En general, parece que el fenómeno de inducción de fluorescencia
anteriormente  reseñado  se  sigue  cumpliendo  aunque  la  relación  de  la  intensidad  de  la
fluorescencia emitida (I) con la constante dieléctrica (? ) no es tan sencilla como en el caso de
la ausencia de disolvente, como veremos más adelante.
Figura 2.7: Espectros de fluorescencia correspondientes a berberina disuelta en
diferentes  disolventes,  la  concentración  de  berberina  es  en  todos  los  casos
8µg/ml. El espectro negro apenas visible en la figura correspondería al agua.
Según los espectros de fluorescencia de berberina en una variedad de disolventes, todos
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obtenidos  en  las  mismas  condiciones,  se  pueden  distinguir  dos  tipos  de  comportamiento,
independientemente del aumento que todos ellos producen sobre la intensidad de la emisión
del catión berberina:
1) aquellos disolventes que, al disolver berberina, presentan entre sí la misma longitud de
onda máxima de emisión al disolver berberina. Estos serían: DCM, alcohol bencílico, etanol
(EtOH), metanol (MeOH), agua. 
2)  aquellos  disolventes  cuyo  espectro,  al  disolver  berberina,  presenta  variaciones  hacia
menores  longitudes  de  onda  de  emisión,  respecto  a  los  anteriormente  mencionados.  Por
ejemplo, acetona, acetonitrilo, THF. 
Existen dos tipos de interacción molecular responsables de los cambios espectrales en
un disolvente (16). Por un lado, hay una interacción universal debida a la influencia colectiva
del disolvente como medio dieléctrico y, por otro, está el caso de las interacciones específicas
para disolventes que puedan formar enlaces de hidrógeno, complejos, etc..., lo cual depende
de las propiedades moleculares del soluto y del disolvente.
Los cambios espectrales debidos a interacciones universales son descritos en términos de la
teoría de dieléctricos de Onsager (17). 
 
2.2.1.1. Variaciones de intensidad de emisión del catión berberina en disolventes 
según el modelo Born-Kirkwood-Onsager
Como se ha comentado, la vía más común para calcular los efectos del disolvente es
usar  un  modelo de  disolvente  continuo.  Aquí,  la  estructura  del  disolvente  se  ignora  y  el
disolvente se modela como un dieléctrico (o sea, un no-conductor) de extensión infinita, que
rodea una cavidad que contiene la molécula de soluto. El dieléctrico continuo se caracteriza
por su constante dieléctrica ?  (o permitividad relativa). 
En el caso de sensores o sondas fluorescentes en disolventes, el método de Onsager ha
sido muy aplicado para predecir la variación en la longitud de onda de emisión, por ejemplo,
usando la ecuación de Lippert-Mataga (18,19; ver apartado 1.3.4.2). Sin embargo, no se han
desarrollado expresiones que relacionen las variaciones en intensidad de fluorescencia emitida
con la función de Onsager. 
Desde el  punto de vista físico-químico,  el  disolvente complica considerablemente la
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interpretación  cuantitativa del  mecanismo  de  esta  fluorescencia  y  la  estimación  de  la
intensidad de la emisión resultante. Dada la complejidad de este desarrollo y de la validación
de  los  resultados  computacionales,  nuestro  propósito  aquí  es  más  modesto.  Se  pretende
evaluar si una expresión para estimar la intensidad de emisión de la berberina, basada en el
modelo Born-Kirkwood-Onsager, puede ser aplicada a los disolventes citados en el apartado
2.2.1 (DCM, alcohol bencílico, EtOH, MeOH, agua). En un principio, haremos la hipótesis de
que dichos disolventes no presentan interacciones específicas con el catión berberina. 
Explicamos a continuación en qué se basa la expresión utilizada. La molécula de soluto
puede tratarse clásicamente como un conjunto de cargas que interactúan con el dieléctrico o
puede tratarse mecanocuánticamente (16). En el método mecanocuántico más general, método
dipolo-en-una-esfera,  Onsager-cuántico  o  SCFR  (campo  de  reacción  autoconsistente),  la
cavidad molecular es una esfera de radio  a  y la interacción entre la distribución de carga
molecular y el campo de reacción se calcula aproximando la distribución de carga molecular
como un dipolo eléctrico localizado en el  centro de la cavidad, con el momento eléctrico
dipolar ?.
En 1936, Onsager demostró que el campo eléctrico en la cavidad (el campo de reacción)
producido por la polarización del disolvente por ? (en unidades atómicas), viene dado por la
ecuación 2.5
A esta función se la denomina función de Onsager.
Este modelo no ha sido utilizado para el cálculo de intensidades de fluorescencia en
disolventes. En principio, y análogamente al tratamiento llevado a cabo en el caso del catión
berberina  en  ausencia  de  disolvente,  el  incremento  de  la   fluorescencia  inducida  por  la
berberina al cambiar de disolvente  debería ser  proporcional a la energía de solvatación  ∆G
(ecuación 2.6). En el caso aquí descrito, ésta está relacionada con la función de Onsager a
través del modelo de Born-Kirkwood-Onsager (17,20,21):
Así,  para  demostrar  la  validez  de  este  modelo  en  nuestro  caso,  la  intensidad  de
Ecuación 2.5
Ecuación 2.6∆I  ∝
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fluorescencia (o su logaritmo) debería poderse linealizar frente a la función de Onsager en el
caso de que los disolventes mencionados no tuvieran interacciones específicas con el catión
berberina. Se puede observar la recta y los parámetros de linealización en la figura adjunta
(figura 2.8) en la que se ha representado la intensidad de fluorescencia de la berberina disuelta
en los diferentes disolventes frente a la función de Onsager.
Aunque los resultados parecen indicar que es posible aplicar el modelo dipolo-en-una-
esfera, se necesitan realizar comparaciones entre los cálculos de la intensidad de fluorescencia
obtenidos mediante esta expresión y la medida experimental de la intensidad. Estos trabajos,
están en curso de realización dentro del grupo de investigación. 
Figura 2.8: Representación de la intensidad de fluorescencia de la berberina
disuelta en diferentes solventes (8µg/ml) frente a la función de Onsager.
2.2.1.2. Efecto   de la concentración de berberina sobre la intensidad de fluorescencia en 
distintos disolventes
La intensidad de fluorescencia de la berberina en cualquier disolvente aumenta con la
concentración de berberina hasta una determinada concentración a partir de la cual suele presentar una saturación. Tanto la variación de intensidad por unidad de
concentración comolancentración de saturación dependen del disolvent. Ediclorometano (menor?  de entre los disolventes estudiados) proporciona las
intensidades máximas dee isión, así como lasayores variaciones enitensidad por unidad de concentración. Por el contrario, elagua (máxima ?  deentrelos
estudiados) es el disolvente que proporciona la menor señal en valor absoluto y el  menor
incremento de intensidad con la concentración. 
En la figura 2.9 se muestra un comportamiento típico de la evolución de la intensidad de
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emisión de la berberina en un disolvente, en este caso el metanol, frente a la concentración de
berberina en la disolución. La longitud de onda de excitación fue de 365nm.
Figura 2.9: Representación de la evolución de la intensidad
de emisión frente a la concentración de berberina disuelta en
metanol.
2.2.1.3. Mezclas binarias de   disolventes 
Como se ha explicado anteriormente, el disolvente condiciona el nivel de intensidad de
fluorescencia del catión berberina, complicando considerablemente la explicación cuantitativa
del fenómeno de inducción de fluorescencia.
Dada  la  potencial  aplicación  del  fenómeno  al  análisis  de  compuestos  usando
cromatografía liquida de alta eficacia (HPLC; ver capitulo 4), y debido a que en esta técnica
se suelen utilizar mezclas de disolventes para la elución de los analitos, nos interesamos en
estudiar como varia la intensidad de emisión de la berberina en ciertas mezclas de disolventes.
En  general,  la  adición  a  un  disolvente  dado  de  otro  que  posee  mayor  ε reduce  la
intensidad de emisión de la berberina (I). Asimismo, la adición de un disolvente de menor ε
aumenta I.  En la figura siguiente (figura 2.10), se muestra el efecto sobre I de la adición, o
bien de metanol, o bien de agua, a un disolvente metanol-agua (70:30, v:v).
Figura  2.10:  Espectro  de  emisión  de  fluorescencia  de  una
disolución de 16µg de berberina/(MeOH:H2O;70:30) (1) a la que
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se le ha añadido 1ml de metanol (2) y 1ml de agua (3).
Este comportamiento es bastante general. Se muestra otro ejemplo en la figura 2.11, en
la que se muestran los espectros de fluorescencia de una mezcla de acetonitrilo-diclorometano
desde el 0% hasta el 100% de diclorometano.
Figura 2.11: Espectros de emisión de fluorescencia de 4µg de berberina
disuelta  en  ACN  (1),  en  ACN:DCM  (40:10;v:v)  (2),  en  ACN:DCM
(25:25; v:v) (3), en ACN:DCM (15:35; v:v) (4), y en DCM (5)
Una  excepción  a  este  comportamiento  lo  presentan  las  mezclas  DCM-MeOH,  que
presentan, para la concentración de berberina reseñada en la figura 2.12, un máximo de I para
una composición aproximada de 60 % diclorometano y 40 % metanol. En la figura 2.12a
hemos representado los espectros de emisión correspondientes a las disoluciones de la misma
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cantidad  de  berberina  en  una  mezcla  de  DCM:MeOH  en  la  que  vamos  aumentando
progresivamente  la  cantidad  de  diclorometano,  mientras  que  en  la  figura  2.12b,  hemos
representado la variación de la intensidad maxima de emisión de fluorescencia con la fracción
molar de diclorometano. Estos puntos corresponden a los valores de intensidad maxima que
se observan en la figura 2.12a. Para la composición mencionada, la mezcla presenta un efecto
sinérgico  en  cuanto  a  la  fluorescencia  emitida,  lo  cual  se  ha  verificado  en  dos
espectrofluorímetros distintos y en ensayos en HPLC (ver capítulo 4).
Figura 2.12a: Espectros de emisión de fluorescencia
de  4µg  de  berberina  disuelta  en  una  mezcla
DCM:MeOH desde 0% de DCM (1)  hasta  100% de
DCM (5).
Figura  2.12b: Representación  de  la  intensidad  de
fluorescencia  correspondiente  a  los  espectros  de  la
figura  2.12a  frente  a  la  fracción  molar  de  DCM
presente en la mezcla DCM:MeOH
2.2.2.  Fluorescencia   de  disoluciones  conjuntas  del  catión  berberina  y  diversos
analitos en diferentes disolventes
La  variación  de  intensidad  de  fluorescencia  de  la  berberina  inducida  por  analitos
también ocurre en disolución.
2.2.2.1. Variables que influyen en la emisión fluorescente
En primer lugar, el disolvente usado va a condicionar el nivel de fluorescencia obtenido
(ver figura 2.7, del apartado 2.2.1). Pero cuando un analito y el catión berberina se disuelven
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en un disolvente dado (o en una mezcla de disolventes), el espectro de fluorescencia de la
disolución, al excitar a 365 nm, es diferente del de la disolución de berberina (sin analito).
Esta  variación  en  el  espectro  depende,  además  del  disolvente,  de  la  concentración  de
berberina y de la masa del analito, así como de la estructura química de éste. 
Las  figuras  siguientes  pretenden  ilustrar  y  resumir  la  influencia  de  algunas  de  las
variables mencionadas. En ellas se muestran espectros de fluorescencia de disoluciones de
berberina  a  dos  concentraciones  diferentes  (4  y  10  µg/ml), en  diferentes  disolventes  que
cubren un amplio rango de ε ( diclorometano, metanol, etanol, acetona, acetonitrilo y agua) a
las que se añaden 65 mg de n-hexano (n-C6).
Se  observa,  para  todos  los  casos,  que  el  aumento  de  la  concentración  de  berberina
conlleva  un  aumento  de  la  intensidad  de  emisión  en  valor  absoluto.  La  adición  de  los
hidrocarburos saturados provoca en todos los casos, salvo en el del diclorometano, aumentos
de  I.  La adición del  n-alcano de mayor longitud de cadena (n-C16) produce en general un
aumento  mayor  de I que  la  adición  del  alcano  mas  corto  (n-C6).  El  efecto  especial  del
diclorometano se explica en el apartado 2.2.2.2.
Como en los  casos anteriormente  estudiados,  esta variación de  I (o  bien aumento o
disminución  de  la  intensidad  en  todo  el  rango  de  longitudes  de  onda)  no  conlleva  una
variación significativamente importante de las longitudes de onda de emisión.  Aunque la
variación de I tiene lugar para todos los disolventes, la longitud de onda de emisión máxima
puede variar de un disolvente a otro, igual que en el caso ya explicado de la disolución de
berberina en disolventes. Por ejemplo, la longitud de onda máxima de emisión es similar para
la disolución de analitos con berberina en metanol, diclorometano y etanol. La acetona y el
acetonitrilo presentan menores longitudes de onda máximas. La longitud de onda de emisión
para la berberina en fase gas es 506 nm.
El disolvente empleado no solo condiciona el  nivel  de fluorescencia de partida sino
también la sensibilidad de la detección, entendiéndose como ésta la variación de intensidad
por unidad de masa de analito. Así, el diclorometano es el disolvente que mayor fluorescencia
de base y sensibilidad muestra para la detección de analitos.
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Figura 2.13: Espectros de emisión de fluorescencia (λem=365nm) de 4µg/ml de berberina (1) y 10µg/ml de
berberina (3) disuelta en los disolventes señalados en cada gráfica, a las que se les ha añadido 65mg de
hexano, tanto a la disolución de 4µg/ml de berberina (2) como a la de 10µg/ml (4).
2.2.2.2. Detección universal de analitos: aumentos de fluorescencia y “quenching”
En  un  trabajo  anterior  (2)  se  ilustraron  los  progresivos  aumentos  de  intensidad  de
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fluorescencia  en  el  espectro  de  una  disolución  de  berberina  en  acetona  al  añadir
concentraciones  crecientes (desde 7.6 hasta  39.4 mg/ml)  de  n-dodecano (n-C12).  Como se
observaba en ese caso y como se observa en las figuras antes detalladas, los aumentos de
fluorescencia son modestos pero demuestran que el fenómeno tienen lugar para la detección
de  hidrocarburos  saturados,  moléculas  que  no  presentan  espectro  de  fluorescencia  en  las
condiciones habituales de trabajo analítico.
A continuación se exponen ejemplos sobre la detección de diferentes tipos de analitos,
aparte de la ya mencionada detección de hidrocarburos saturados. Como en el caso de los
experimentos en ausencia de disolvente, el sistema berberina en disolución parece permitir la
detección universal de analitos por fluorescencia, ya sean orgánicos o inorgánicos ya sean
fluorescentes o no, mediante la variación de la intensidad de emisión.
En  general,  las  variaciones  obtenidas  en  disolución  mediante  el  registro  del  espectro  de
fluorescencia estática son menores que las obtenidas en sistemas de tipo HPLC, como se verá
en  el  capítulo  4.  Sin  embargo,  los  ejemplos  de  este  capítulo  no  se  muestran  con  fines
analíticos  sino  para  ilustrar  el  fenómeno  de  la  inducción  de  fluorescencia  y  tratar  de
comprender las variables que lo rigen.
Entre las moléculas no fluorescentes detectadas en medio liquido, podemos destacar el
caso de los polímeros. En la figura se muestra la elevada respuesta, en valor absoluto que
proporciona,  un  poliestireno  de  peso  molecular  70600 u.m.a  (figura  2.14)  en  berberina  /
diclorometano  (concentración:  16  µg/ml).  Hay  que  reseñar  que  el  poliestireno  no  es
fluorescente.  De  modo  análogo,  otros  polímeros  ensayados  muestran  comportamientos
parecidos. 
Hay que destacar lltaintensidad emitida, quep den deberse a dos factores:p r un lado, la baja?  deliclorometano y, porotr,el hecho de que cuanto
mayor es el tamaño molecular del analito, mayor es la respuesta (en valor absoluto) a igualdad
de las demás variables que influyen en el sistema. Esto se puede explicar apelando a que
cuanto mayor es el tamaño del analito, mas moléculas de berberina pueden interaccionar con
él, proporcionando mayores rendimientos cuánticos.
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Figura 2.14:  El espectro (a) corresponde únicamente a berberina disuelta en
diclorometano (8µg/ml) mientras que el (b) se trata de la misma disolución a
la que se le ha añadido 11mg de Poliestireno 70600.
En general, los sistemas acuosos presentan señales bajas, siendo menores cuanta mas
agua presenten. El agua pura apenas proporciona intensidad de emisión. Como se observa en
la  figura  2.13,  la  adición  de  moléculas  pequeñas  al  agua  no  proporciona  fluorescencia
apreciable. En la figura 2.15 podemos observar el espectro de fluorescencia estática resultante
al  adicionar  glucosa  a  una  disolución  de  berberina/metanol:agua  (70:30;  v:v)  (16µg/ml).
Aunque la señal no es intensa, el aumento de fluorescencia es significativo.
Figura 2.15: El espectro (a) corresponde al espectro de fluorescencia  a
365nm de berberina/MeOH:H2O (70:30) (16µg/ml) y el (b) corresponde a
la misma disolución a la que se le ha adicionado 250mg de glucosa.
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En todos los casos estudiados: alcanos, alcoholes, azúcares, polímeros, ADN, proteínas
y otras moléculas, estos analitos inducen o bien aumentos o disminuciones de la fluorescencia
de base de la berberina en el correspondiente disolvente estudiado. Estos cubrieron un amplio
rango de constantes dieléctricas, desde el n-hexano al agua. 
A  pesar  de  que  el  agua  proporciona  la  menor  fluorescencia  de  base  de  entre  los
disolventes estudiados, la adición de ADN produce un aumento importante de fluorescencia
cuando se compara con los aumentos que otras moléculas pequeñas producen en agua (figura
2.16). Ademas, en dicha figura podemos observar el efecto positivo que produce el aumento
de la concentración de berberina.
Figura 2.16: El espectro de emisión (a) corresponde a berberina disuelta en
agua (8µg/ml), mientras que el espectro (b) es el resultado de añadir a dicha
disolución 465µg/ml de ADN y el espectro (c) muestra el resultado de añadir la
misma cantidad de ADN pero a una disolución de berberina/agua de mayor
concentración (16µg/ml). Espectros registrados a sensibilidad 500 del equipo.
Del  mismo  modo,  también  es  posible  la  detección  de  moléculas  inorgánicas  no
fluorescentes, tales como nitratos (figura 2.17), cloruros y otras sales. La detección de analitos
vendrá  también  condicionada  por  la  solubilidad  de  la  berberina  en  los  disolventes  que
disuelven a aquéllos. Esta solubilidad es alta en agua y disolventes polares como la acetona o
alcoholes, menor en disolventes como diclorometano y muy baja en hidrocarburos.
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Figura 2.17: El espectro (a) corresponde
a  una  disolución  de  berberina/agua
(8µg/ml),  el  (b)  se  trata  de  la  misma
disolución a la que se le ha añadido 50mg
de  nitrato  potásico  y  el  (c)  se  obtiene
cuando  a  dicha  disolución  se  le  añade
200mg  de  nitrato  potásico.  Espectros
registrados a sensibilidad 750 del equipo.
2.2.2.3. Efecto de “inversión” del diclorometano
Como se ha  mencionado,  el  diclorometano proporciona las mayores intensidades de
fluorescencia de la berberina y sensibilidades a la hora de detectar analitos. Aunque no es de
los  mejores  disolventes  para  la  berberina,  si  que  permite  trabajar  en  los  rangos  de
concentración en lo que nos movemos. Sin embargo, el diclorometano presenta un fenómeno
particular de cara a la inducción de fluorescencia, que se ilustra en la figura siguiente.
En la figura 2.18 se observan las disminuciones de fluorescencia provocadas por la adición de
n-hexano, n-hexadecano,  geraniol y tocoferol. 
Figura  2.18:  Espectros  de  emisión  de
fluorescencia  con  (λexc=365nm)
correspondientes  a  4µg  de  berberina
disuelta  en  DCM  (1),  si  a  dicha
disolución  le  adicionamos:  1ml  de  n-
hexadecano,  n-C16 (2), 1ml de  n-hexano
n-C6 (3), 200µl de geraniol (4), una gota
de tocoferol (5).
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Esta disminución es mayor, en valor absoluto,  a mayor masa de analito. Este hecho
permite representar la respuesta en valor absoluto frente a la masa de analito. Dicha respuesta
la  podemos  observar  en  la  figura  2.19a  donde  estan  representados  los  espectros
correspondientes a una disolución de berberina/DCM a la que le hemos añadido cantidades
crecientes de  n-decano (n-C10)  mientras que  en la  figura  2.19b representamos la  recta  de
calibrado obtenida para el decano a partir de los valores representados en la figura 2.19a.
Asímismo, en el caso de los hidrocarburos saturados, la intensidad de emisión es menor en
valor absoluto cuanto mayor es la longitud de la cadena alquílica.
Figura 2.19a: Espectros de emisión de fluorescencia
de cantidades crecientes de decano n-C10 (2-5) añadidas
a  una  disolución  de  4µg/ml de  berberina  en
diclorometano (1).
Figura  2.19b: Representación  de  la  intensidad  de
fluorescencia  correspondiente  a  los  espectros  de  la
figura 2.19a frente a la concentración de decano n-C10.
Por el contrario, la adición de metanol a DCM proporciona un aumento de fluorescencia
respecto al del diclorometano. Dicha intensidad de emisión va disminuyendo con el aumento
de la longitud de cadena del alcohol, como se observa en la figura 2.20, al pasar de metanol a
n-butanol.  Este  hecho  es  coherente  con  el  comportamiento  de  las  mezclas  de  disolvente
diclorometano/metanol, expuesto en el apartado 2.3.1.3.
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Figura  2.20:  Espectros  de  emisión  de  fluorescencia  (λexc=365nm)
correspondientes a una disolución de 16µg de berberina disuelta en
diclorometano (1), a la que le hemos adicionado 1ml de butanol (2) y
1ml de metanol.
El  comportamiento particular  del  diclorometano se ha verificado en sistemas HPLC
(capítulo 4). Como allí se expondrá, el signo de las respuestas para los analitos mencionados
puede ser modificado, de positivo a  negativo o de negativo a positivo al cambiar la naturaleza
de los disolventes utilizados y otras variables cromatográficas.
En  las  siguientes  figuras  (2.21),  se  muestra  el  diferente  comportamiento  de  una
disolución de berberina en DCM a la que se le añade cantidades crecientes de acetona o
MeOH (0.04%-0.4%). En la figura 2.21a podemos observar los espectros obtenidos al añadir
a una disolución de berberina en diclorometano cantidades crecientes de acetona y a su lado,
en la figura 2.21b, observamos la representación correspondiente a dichos espectros de la
intensidad de fluorescencia frente a la fracción molar de acetona presente en la mezcla. Las
figuras 2.21c y 2.21d, corresponden a la misma representación pero en el caso en el que se
adicionan cantidades crecientes de MeOH.
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Figura  2.21a:  Espectros  de  emisión  de  fluorescencia
(λexc=365nm) correspondientes a una disolución de 8µg de
berberina  en  diclorometano  (1)  a  la  que  adicionamos
cantidades crecientes de acetona desde 0.04% (2) hasta un
0.4% (5).
Figura 2.21b: Representación de la intensidad de
fluorescencia correspondiente a los espectros de la
figura 2.21a frente a la fracción molar de acetona
presente en la mezcla diclorometano:acetona.
Figura  2.21c:  Espectros  de  emisión  de  fluorescencia
(λexc=365nm) correspondientes a una disolución de 8µg de
berberina  en  diclorometano  (1)  a  la  que  adicionamos
cantidades crecientes de metanol desde 0.04% (2) hasta un
0.4% (5).
Figura 2.21d: Representación de la intensidad de
fluorescencia correspondiente a los espectros de la
figura 2.21c frente a la fracción molar de metanol
presente en la mezcla diclorometano:metanol.
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2.2.2.4. Interpretación de las respuestas de los analitos en medio liquido.
El  medio  liquido  y  la  presencia  conjunta  del  catión  berberina  y  el  correspondiente
analito  complica  considerablemente  la  interpretación  cuantitativa  del  mecanismo  de  esta
fluorescencia y  la  estimación de la  intensidad de la  emisión resultante.  Aunque se puede
pensar que, para un disolvente dado, los analitos polares van a favorecer una disminución de
la intensidad y los apolares, un aumento, la intensidad resultante dependerá de un complejo
balance entre la constante dieléctrica del disolvente, las concentraciones de berberina y de
analito,  el  momento  dipolar  del  analito  (según  la  ecuación  del  modelo  Born-Kirkwood-
Onsager) y la estructura del mismo, que condicionará el tipo de vía de relajación. Asímismo la
influencia del disolvente es muy grande y algunos resultados obtenidos en medio liquido,
como  por  ejemplo  los  obtenidos  en  DCM,  no  pueden  ser  explicados  por  el  momento
satisfactoriamente, aunque sí utilizados de manera práctica.
Asímismo, en medio líquido también hay que contar con problemas de solubilidad que
dependerán de la compatibilidad entre berberina, analito y disolvente utilizado y que pueden
dificultar la  interpretación de los resultados.  El  efecto de las variables que influyen en el
sistema  será  tratado  con  más  profundidad  en  los  capítulos  4  y  5,  donde  se  trata  de  la
aplicación  de  este  fenómeno  y  esta  sonda  fluorescente  como  sistema  universal  de
derivatización en cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) y cromatografía en capa fina.
Como allí se detallará, es posible cambiar el signo de un pico (positivizarlo o negativizarlo)
mediante la modificación de las variables del sistema.
El intento de explicación de la variación de la intensidad de emisión podría pasar por el
cálculo computacional del modelo Born-Kirkwood-Onsager, el cual se ha visto que puede
servir para explicar la variación de intensidad de fluorescencia de la berberina en disolventes.
Sin embargo, por el momento es difícil realizar esta predicción debido a la complejidad del
cálculo a realizar en el cual se tendría que colocar al analito en la cavidad, esférica, además
del catión berberina. 
Esta vía de investigación se sigue explorando por el grupo, en colaboración con el grupo
de Química Teórica de la Universidad del País Vasco en San Sebastián.
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2.3. El catión berberina como sonda fluorescente de polaridad
Los resultados detallados a lo largo de este capítulo hacen pensar que el catión berberina
puede comportarse como una sonda de polaridad, con el interés añadido de que es capaz de
responder a todo tipo de analitos.
Otro hecho analíticamente interesante es que el catión berberina no es fluorescente en
disoluciones acuosas y es altamente fluorescente en disolventes de baja constante dieléctrica.
Así, estos resultados y algunos experimentos realizados con proteínas nos hacen pensar que
podría utilizarse como sonda de “polaridad” para, por ejemplo, permitirnos visualizar sólo
regiones hidrofóbicas de sistemas biológicos sin interferencia de las moléculas de berberina
no fluorescentes que quedarían en el medio acuoso circundante cromatográfico. Como se ha
explicado en el apartado de experimentos en ausencia de disolvente (en un sistema HPTLC),
entre  los  aminoácidos,  la  histidina  (hidrófilo)  proporcionó  “quenching”,  mientras  que  la
tirosina, prolina y fenilalanina (hidrófobos) dieron aumentos de fluorescencia. 
2.4. Otros cationes que provocan fluorescencia debida a interacciones ión-
dipolo inducido: generalidad del fenómeno
Nos planteamos en nuestro trabajo la posibilidad de que este tipo de fluorescencia no
estuviera limitado al catión berberina, sino que tuviera un carácter más general. De acuerdo
con los requisitos estructurales y electrónicos de la teoría propuesta, se estudiaron otros dos
fluoróforos,  potenciales  candidatos  catiónicos  de  naturaleza  heterocíclica:  el  bromuro  de
etidio, de estructura similar a la del catión berberina aunque con grupos más atractores de
electrones, y el azul de tetrazolio, que presenta la particularidad de ser un catión divalente.
Según la teoría propuesta, un catión divalente debería conducir a mayores intensidades de
fluorescencia que uno monovalente.
2.4.1. El caso del bromuro de etidio
El bromuro de etidio (figura 2.22) es un fluoróforo catiónico aromático. Es la sonda
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molecular fluorescente de más amplio uso en el campo de la Bioquímica para la detección de
ADN, y se suele usar en electroforesis en gel (22).
                  Figura 2.22: Bromuro de Etidio
A fin de comparar  la  detección de analitos  con berberina y con bromuro de  etidio,
adaptamos el fenómeno ya descrito de la berberina para su uso mediante electroforesis en gel.
Para  ello,  se  impregnó  una  placa  de  gel  de  agarosa  al  2%  con  una  disolución  de
berberina/agua  (2  ?g/ml)  en  la  que  se  aplica  posteriormente  el  analito  a  detectar.
Posteriormente, se realiza el experimento de electroforesis durante 30 minutos a 90 voltios.
Cuando se prueba con esta técnica, la detección de ADN (1 ?g) es más sensible con bromuro
de etidio que usando berberina.  De todos modos,  el  uso de berberina sería  perfectamente
viable usando esa técnica con la  ventaja añadida ya mencionada de ser un compuesto no
tóxico. 
En el capítulo 5, en el apartado 5.3,  se muestra otro ejemplo de detección de proteínas con
esta técnica.
Ambos fluoróforos  se  compararon  en  Cromatografía  en  Capa Fina  (HPTLC) previa
impregnación de las  correspondientes placas de silica gel  con la  misma concentración de
ambos. El bromuro de etidio permite detectar en HPTLC moléculas no fluorescentes tales
como lípidos.  Asímismo,  cuando se compara el  comportamiento de ambos fluoróforos en
HPTLC  se  observa  que  el  catión  berberina  proporciona  mayores  sensibilidades  que  el
bromuro de etidio para la detección de moléculas pequeñas.
En la figura 2.23 se muestran cromatogramas HPTLC (placas impregnadas con bromuro
de etidio/agua (0.5  ?g/ml)) del colesterol (figura 2.23a) y de la cardiolipina (figura 2.23b).
Ambos análisis son cualitativos.
N+
H2N CH2CH3
NH2
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Figura  2.23a: Ambos  cromatogramas  representan  la
respuesta  de fluorescencia a 365nm de dos cantidades
crecientes de colesterol.
Figura  2.23b: El  cromatograma  de  la  figura
representa la  respuesta  de fluorescencia a 365nm de
la cardiolipina.
Es decir, el bromuro de etidio (en TLC) parece permitir también la detección de otros
analitos, distintos al ADN y mediante otra técnica distinta a la electroforesis, análogamente al
catión  berberina  aunque  proporciona  menores  sensibilidades  que  éste  utilizando  la
mencionada técnica para los compuestos de bajo peso molecular estudiados,
2.4.2. El caso del azul de tetrazolio
Como se ha mencionado, el azul de tetrazolio (figura 2.24) es un catión divalente de alto
peso molecular (MW=727.7). 
                    Figura 2.24: Azul de Tetrazolio
CH3OOH3C
N+
N
N
N
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N
NN
Página 66 Capítulo 2: Sondas moleculares universales...interacciones ion-dipolo inducido
Este compuesto también parece mostrar la posibilidad de actuar como sonda molecular
fluorescente de carácter general,  aunque con menor intensidad que los dos sensores antes
mencionados.
En  la  figura  2.25a  podemos  observar  los  cromatogramas  HPTLC  de  cantidades
crecientes de octadecano (n-C18), aplicadas sobre una placa impregnada con 50 mg de azul de
tetrazolio en 100 mL de MeOH, posterior elución con n-hexano y detección por fluorescencia
a 300 nm, pues era la longitud de onda que proporcionaba mejor sensibilidad. La recta de
calibrado correspondiente está representada en la figura 2.25b. Los resultados mostrados y los
obtenidos con otros alcanos, muestran que estos compuestos también proporcionan aumentos
de fluorescencia que, además son proporcionales a la longitud de cadena y a la masa del
alcano en cuestión, si bien las intensidades obtenidas son menores que las de los casos de la
berberina y del bromuro de etidio. 
Algo similar ocurrió con los experimentos de espectroscopía de fluorescencia llevados a
cabo en presencia de disolvente.
Figura  2.25a: Los  cromatogramas  HPTLC
corresponden a los espectros de fluorescencia a 365nm
de cantidades crecientes: 5µg (a), 15µg (b) y 25µg (c)
de n-octadecano (n-C18).
Figura  2.25b: Recta  de  calibrado  para  el  n-
octadecano (n-C18).
La teoría predecía que este catión divalente tendría que conducir a mayores intensidades
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de fluorescencia. La discrepancia con la teoría se puede explicar por el elevado volumen y
peso molecular de este catión divalente, de modo que las fuerzas repulsivas entre cationes
producen  una  ineficiente  formación  del  microambiente  apolar  entre  este  fluoróforo  y  el
correspondiente analito, fundamental para la emisión fluorescente, respecto al creado por el
catión berberina.
Así,  pues,  los ensayos realizados  revelan que,  en efecto,  el  carácter  universal  de la
detección puede ser  general para cationes fluorescentes como los estudiados, pudiendo actuar
éstos como sensores moleculares fluorescentes con carácter universal, aunque los estudiados
presentan menores intensidades de emisión que el catión berberina para la mayoría de los
analitos considerados.
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ANEXO
A-I Condiciones generales de los análisis por HPTLC
1. Preparación de las placas
Se usaron placas de HPTC de silicagel (Merck, Alemania) con soporte de vidrio de 10 x
10 cm con un tamaño de particula de 15 µm, un tamaño de poro de 60 Å y un espesor de 0.2
mm. Las placas impregnadas se preparan, en el caso de la berberina, sumergiendo una placa
normal en una  disolución de sulfato de  berberina (Sigma,  España)  en metanol  (Scharlau,
España) con concentraciones de 2-6 mg/100ml durante 20 segundos, y se seca a 40ºC durante
toda la noche. Y en el caso de la betaina, sumergiendo una placa en una disolución de betaina
(Sigma, España) en metanol con concentraciones de 12-50 mg/100ml durante un minuto, y se
seca durante toda la noche.
Se utilizaron también placas de HPTLC impregnadas con Azul de Tetrazolio (Sigma,
España) en metanol con concentraciones entre 12-50 mg/100ml y secadas durante toda la
noche. De la misma forma también se utilizaron placas de HPTLC impregnadas con cafeína
(Across, Belgica) en cloroformo con una concentración de 10 g/100ml durante 5 segundos.
2. Aplicación de la muestra
Para  la  aplicación  de  las  muestras  previamente  disueltas  en  diclorometano  (en  la
mayoría de los casos) o en el disolvente adecuado, se usó un equipo Linomat IV (Camag,
Suiza) que permite la aplicación de bandas a densidad constante mediante nebulización de la
muestra y evaporación simultánea del disolvente utilizado, usando N2 como gas de impulsión.
El  tamaño  de  las  bandas  utilizado  fue  de  2mm  y  la  separación  entre  cada  una  de  las
aplicaciones fue de 8mm.
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3. Elución de las muestras
Tras la aplicación de las muestras,  el desarrollo de las placas se lleva a cabo en una
cámara de desarrollo  horizontal,  lo  que permite  obtener  una separación de los picos mas
eficaz evitando la fuerza de la gravedad. La elución horizontal, también permite la elución
simultánea de bandas por ambos lados de la placa,  aumentando el número de muestras a
analizar. Este sistema solo necesita 2 ml de disolvente para llevar a cabo la elución.
4. Detección
Se  usa  un  densitómetro  de  barrido  CS-9301  TLC  (Schimadzu,  Japon).  Primero  se
realiza un barrido en la dirección perpendicular a la dirección de elución de la muestra para
establecer la posición de las fracciones separadas de las muestras. Una vez localizadas se
mide en la dirección de elución.
La manera de colocar las placas en el densitómetro hace que designe la posición (0,0) a
la esquina superior izquierda de la placa y los barridos los realiza recorriendo la placa hacia
abajo, al o largo de la coordenada y. Por esto, la posición (en mm) de las distintas fracciones
separadas de las muestras es mayor para los picos menos eluídos.
Las medidas se realizan en fluorescencia con una lámpara de Xe y en UV con una
lampara de D2. Los densitogramas de fluorescencia se obtienen por barridos lineales de las
placas. El tamaño del haz a utilizar dependerá del tipo de muestra a analizar. En principio, en
barrido lineal, al menos dos tercios de la superficie de la muestra deberían ser cubiertos por el
haz  para  conseguir  una  adecuada  cuantificación.  Para  medidas  de  fluorescencia  las
condiciones generales para la berberina son  exc=365 nm y tamaño de haz de barrido 0.4 x 0.4
en barridos lineales, la emisión fluorescente se recoge entre 450 y 550 nm gracias a un filtro.
Y para la betaina exc= 300 nm y tamaño de haz de barrido 0.4 x 0.4 en barridos lineales,  la
emisión fluorescente se recoge entre 400 y 450 nm gracias a un filtro. Para medidas en UV las
condiciones son en ambos casos, exc=250 nm y tamaño de haz de barrido 0.4 x 0.4 mm con
barridos lineales.
Tanto en el caso de la fluorescencia como en el del barrido UV, los datos se linealizan
con el software asociado al equipo, según las ecuaciones de Kubelka-Munk.
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A-II Cálculo de las polarizabilidades de los alcanos
Para el cálculo de las polarizabilidades (α, en Amstrongs cúbicos, Å3) de varios n-alcanos
(n-C16,  n-C18,  n-C22,  n-C24 y  n-C30)  se  utilizó  la  ecuación  de  Clausius-Mossoti  (1)  que  se
muestra a continuación:
donde P es la polarizabilidad total.
En los casos en los que se dispone de la constante dieléctrica (ε) (2, 3), P se calculó de
acuerdo a la ecuación:
donde ν es el volumen molar. En los casos en los que no se disponía de ε,  P era sustituida
por Pe, (polarizabilidad electrónica) en la ecuación de Clausius-Mossoti (1). Ambos métodos
son equivalentes. Por ejemplo,  α= 22.90  Å3  para n-dodecano, usando Pe y  α= 22.78  Å3  ,
usando P. Pe para los hidrocarburos saturados estudiados , y los datos de ε  y ν se obtuvieron
en la base de datos “thermodynamics Research Center” (4).
A-III Cálculo de las polarizabilidades de los alcoholes
Para el  calculo de la polarizabilidad de los alcoholes hemos utilizado las tablas TRC
Thermodynamic Tables (5) donde aparece el indice de refracción nD y la densidad puesto que
necesitamos calcular el indice de refracción molar mediante la siguiente formula:
A partir de esta ecuación la polarizabilidad, α, se obtiene con la siguiente ecuación:
Π
Π
Nuevas sondas moleculares fluorescentes... Página 73
Es frecuente expresar α en Angstrom3, para ello puesto que tenemos alfa en cm3.mol no
tenemos mas que dividir por el número de Avogadro y multiplicar poor 1024.
Los datos obtenidos se encuentran recogidos en la siguiente tabla (tabla 1).
Refracción molar Polarizabilidad α
(cm3.mol-1) (cm3.mol-1)  (Angstrom3)
20ºC 25ºC 20ºC 25ºC 20ºC 25ºC
Decanol 49.97 49.97 11.93 11.93 19.81 19.81
Hexadecanol 77.71 77.77 18.55 18.57 30.8 30.83
Octadecanol 86.95 87.03 20.76 20.78 34.47 34.5
Eicosanol 96.23 96.31 22.97 22.99 38.14 38.17
Docosanol* 105.23 105.4 25.12 25.16 41.71 41.78
* El docosanol, no aparece en las tablas TRC, pero como hay datos de todos los alcoholes de
C10 a C18, y es fácil ver la tendencia y extrapolar, se pueden obtener sin problemas los valores
para C22.
A-IV Compuestos puros utilizados
Se utilizaron n-alcanos (Fluka, Suiza) tanto en HPTLC como en HPLC: decano (n-C10,
99+ %); dodecano (n-C12, 99+ %); hexadecano (n-C16, 99+ %); octadecano (n-C18, 99+ %);
docosano (n-C22, 99+ %); tetracosano (n-C24, 99+ %); triacontano (n-C30, 99+ %).
Los alcoholes utilizados como disolventes (metanol, diclorometano, etanol, acetonitrilo y
acetona)  eran  de  calidad  HPLC  (SDS,  Francia)  mientras  que  los  utilizados  para  los
experimentos  realizados  con  el  espectrofluorimetro  en  el  caso  de  la  betaína  (metanol  y
diclorometano) eran de calidad para espectroscopía uvasol (Merck, Suiza) y los inyectados
puros en el HPLC, (98+ %) (Fluka, Suiza).
Compuestos  poliaromáticos y  compuestos  azufrados  heterociclicos  como  acenafteno
Π
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(98+ %, Ferosa), dibenzotiofeno (98+ %, Avocado), pyreno (98+ %, Jansen), coroneno (98+
%, Jansen), benzo(a)pyreno (98+ %, Jansen)
Aminoácidos como: histidina (hidrófilo)(98.5+ %, Sigma), fenilalanina (98+ %, Sigma),
tirosina  (98+  %,  Sigma)  y  prolina  (99+  %,  Sigma)  (hidrófobos)  y  proteínas tales  como
ovoalbumina (98+ %, Sigma) y trombina (Sigma)(hidrófilas).
Compuestos polares como la rifampicina (95+ %, Sigma) y el tocoferol (98+ %, Sigma).
Compuestos  de   baja  polaridad como  geraniol  (98+  %,  Sigma),  poliestireno,
polimetilmetacrilato, oxidos de polietileno y el dimetiltereftalato.
Azucares tales como fructosa, sacarosa y glucosa (99+ %, Panreac).
A-V Muestras
Los destilados medios utilizados provienen de un gasoil del Instituto de Catálisis (CNRS,
Villeurbanne, Francia).
También se uso en gasoil ligero (LCO) de CEPSA (Madrid, España) para comprobar los datos
obtenidos tras la determinación del contenido aromático.
A-VI Preparativa
Se utilizó como principio para la separación de las distintas familias del gasoil: Alcanos,
Cicloalcanos, Aromáticos totales y PACs. Se usaron placas de PTLC con soporte de vidrio 20
x 20, 2 mm de espesor, tamaño de particula 2-25 µm y tamaño de poro 60Å).
La aplicación se realiza con el Linomat situando a unos 2 cm de la base de la placa una
banda de 180 mm cubriendo toda la anchura de la placa. Después de al aplicación se eluye
con hexano hasta el final de la placa en una cámara de elución vertical. El punto de corte entre
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los saturados y los aromáticos se determina mediante la impregnación de un lado de la placa
con berberina y posterior detección en fluorescencia a 365 nm y UV a 250 nm. Una vez
elegido el punto de corte se recortan ambas zonas por separado y se extraen las fracciones de
la silicagel en un extractor Soxtec (Tecator, Suecia). La extracción se realiza en dos etapas,
una de inmersión y otra de lavado. El producto recogido se filtra y se evapora el disolvente
bajo una corriente de N2 hasta peso constante. La pureza de las fracciones se determina por
densitometría UV y fluorescencia.
A-VII Obtención de los espectros de fluorescencia
Los espectros de fluorescencia de las disoluciones tanto de berberina como de betaina se
han llevado a cabo en dos espectrofluorimetros: Aminco-Bowman® series 2, Spectrometer
(Spectronic Instruments)(1)
Las concentraciones de de berberina con las que hemos trabajado han sido de 2-32ppm y de
betaina desde 2-80ppm, disueltas en DCM, DCM*, Metanol, Etanol, Acetona, Acetonitrilo,
Agua (excepto en el caso de la betaina puesto que no es soluble).
Para  todos  los  experimentos  realizados  con  el  expectrofluorímetro  (1),  en  el  caso  de  la
berberina hemos trabajado con sensibilidades entre 500-700voltios y para la betaina hasta
750voltios puesto que es posible variar la sensibilidad mientras que en el caso (2) el único
parámetro  influyente  en  la  sensibilidad  que  podíamos  modificar  era  la  apertura  del
monocromador.
En el caso de la berberina los espectros de emisión se han realizado con Exc=365nm y en el
caso de la betaina tanto a 260 nm como a 300 nm.
El  monocromador,  hemos ido variando la  apertura  tanto  de  emisión  como de  excitación,
siendo ésta habitualmente 4 mm para la excitación y 16 mm para la emisión.
A-VIII Análisis en el HPLC
Los aparatos de HPLC utilizados han sido: un Espectrofluorimetro SFM 25,  Kontron
Instruments y un Shimadzu RF 530 (Croissy-Beaubourg , Francia) con bombas: Shimadzu LC
6A (Croissy-Beaubourg , Francia) y Milton Roy CP 3000 (Interchim, Montluçon, France) y
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un sistema de integración Borwin (Varian, Les Ulis, France) . Hemos trabajado en la mayor
parte de los experimentos manteniendo un flujo constante de 1ml/min. El bucle de inyección
utilizado ha sido de 20 µl y hemos utilizado como fase móvil el mismo disolvente que para
solubilizar  la  berberina/betaina  así  como  para  disolver  los  analitos  en  caso  de  no  ser
pinchados puros. Todos los analitos han sido inyectados al menos por triplicado en todos los
casos. La disolución de derivatización se ha preparado en una concentración de 200 µg/ml de
berberina/disolvente.
En los experimentos en los que hemos utilizado columnas, éstas han sido, de fase normal,
Hypersil Silica 5 µm de tamaño 250 x 4.6 mm (Supelco) y de fase reversa, Hypersil ODS  5
µm de tamaño 250 x 4.6 mm (Supelco).
A-IX  Cálculo  de  las  constantes  dieléctricas  en  el  caso  de  mezclas  de
disolventes.
Puesto que en el caso de mezclas de solventes no se encuentran tabuladas las constantes
dieléctricas (ε) , hemos considerado como una aproximación que éstas pueden ser calculadas
considerando únicamente la proporción en la que estan presentes dichos disolventes en la
mezcla, así pues haríamos la media utilizando la formula siguiente.
                  %vol(disolvente 1).ε (disolvente 1) + %vol(disolvente 2).ε (disolvente 2)
A.X. Electroforesis
En los experimentos de electroforesis,  la agarosa utilizada para hacer los geles  es de
grado de electroforesis (Scharlau), los geles se visualizan en una lampara UV con el sistema
GelDoc2000 (Biorad) y se analizan con el Software Multianalyst (Biorad). La electroforesis
de los geles se hace en una unidad de electroforesis plana con una fuente de corriente continua
Power RAC2000 (Biorad).
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e lo del colorante:
A la muestra de lo que sea se añade una disolución concentrada 5 veces (2
ml de esta ultima + 8 ml de muestra p. ej) de azul de bromofenol
(colorante) y glicerol que sirve para que la muestra no se salga y caiga al
pocillo de la electroforesis. Una vez meclada la muestra con esta
disolución, se carga en cada pocillo y se hace la electroforesis
1 para impregnar con berberina se añadia la berberina a la agarosa fundida
cuando estaba a unos 60 grados y despues se dejaba gelificar y se corria le
gel con las muestras aunque tambien se puede hacer el gel sin berberina y
despues sumergirlo en una disolucion de berberina.
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Capítulo 3. Una Sonda molecular fluorescente basada en
variaciones  de  intensidad  de  fluorescencia  debidas  a
interacciones dipolo-dipolo inducido
En este capítulo se detallan las propiedades fluorescentes de la betaína de Reichardt, 2,6-
difenil-4-(2,4,6-trifenil-N-piridinio)-fenolato betaína. Esta molécula se comporta como sonda
fluorescente, tanto en medio líquido como en ausencia de disolvente. 
3.1.  Fluorescencia de base de la betaína de Reichardt
Como se ha comentado en el apartado  1.4.2, la betaína de Reichardt exhibe uno de los
mayores efectos solvatocrómicos que han sido observados en ultravioleta / visible. La figura
3.1 muestra la variedad de colores, con sus correspondientes longitudes de onda de absorción,
que muestran disoluciones de betaína de Reichardt en diferentes disolventes (1)
Figura 3.1: Disoluciones de betaína en diferentes disolventes.
Sin  embargo,  esta  molécula  no  ha  sido  utilizada  en  fluorescencia  porque,  según  la
bibliografía,  apenas  muestra  emisión  en  los  disolventes  utilizados.  En  una  comunicación
personal, el Profesor Reichardt nos confirmó que:“We have tried to measure the fluorescence
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spectra of our betaine dye in solution at room temperature, but under these conditions no
fluorescence has been found...” 
Como se expondrá a lo largo de este capítulo, nuestros resultados parecen indicar que la
betaína de Reichardt muestra una débil, aunque significativa, fluorescencia cuya intensidad de
emisión puede ser alterada en presencia de cualquier analito, de manera análoga al caso del
catión berberina, pudiendo usarse como sonda fluorescente. En primer lugar, se explicará por
qué creemos que la betaína de Reichardt muestra cierta fluorescencia en disolventes.
A concentraciones superiores a 80 ppm de betaína (por ejemplo, en diclorometano, DCM,
o en metanol,  MeOH) no se observa ninguna emisión.  A medida que se va diluyendo la
disolución de betaína se va observando una señal de fondo poco intensa. Este comportamiento
es característico del efecto de filtro interno producido por la propia molécula de betaína, que
presenta un alto  coeficiente de extinción molar.  Así,  la  betaína es capaz de reabsorber la
radiación emitida.  Como consecuencia de esto,  a  concentraciones superiores a 80 ppm ni
siquiera se observan en el espectro de emisión los característicos picos de dispersión de luz
Rayleigh y Raman, sino un espectro plano.
Cuando se utiliza una disolución de betaína suficientemente diluída en MeOH, se observa
una señal de emisión. En la figura 3.2 se muestra dicha señal y su aumento al aumentar la
concentración de betaína (2 y 8 ppm). Los espectros, realizados a una longitud de onda de
excitación de 260 nm, se presentan junto con el espectro del MeOH puro.
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Figura  3.2:  Espectros  de
fluorescencia  correspondientes  a
MeOH puro,  2  ppm de betaína y 8
ppm  de  betaína  disuelta  en  ambos
casos en MeOH con λexc= 260 nm.
En el  caso de la  betaína en DCM, se obtiene  un espectro similar,  con una variación
similar de la señal con la concentración. En la figura 3.3 se muestra con detalle el espectro
para una concentración de 8 ppm de betaína, junto con el espectro de fluorescencia del DCM
puro, excitando a 260 nm. En el  caso del  DCM, ambos espectros presentan una zona de
solapamiento. Para ver si la ligera emisión del DCM en la zona 300-350 nm se debía a alguna
impureza en el disolvente, o bien a la dispersión Raman del propio disolvente, se realizaron
espectros a dos longitudes de onda de excitación distintas (260 y 250 nm), que se presentan en
la figura 3.3. El hecho de que la señal cambie de longitud de onda de emisión con la de
excitación sugiere que la ligera emisión debida al disolvente se debe a la dispersión Raman
del mismo.
Figura 3.3: Espectros de emisión de
fluorescencia  correspondientes  a
DCM puro (1) y a 8 ppm de betaína
disuelta en DCM (2)  con λexc= 260
nm.
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Figura 3.4: Espectros de emisión de
fluorescencia  correspondientes  a
DCM puro a dos longitudes de onda
diferentes: λexc= 260 nm (1) y  λexc=
250 nm (2)
Para  atribuir  a  la  molécula  de  betaína  la  emisión  observada,  el  espectro  debería
permanecer invariable, en cuanto a longitud de onda de emisión, al variar la longitud de onda
de excitación. Los únicos picos que deberían desplazarse son los debidos a las dispersiones
Raman y Rayleigh, y los correspondientes armónicos. La figura 3.4. muestra  los espectros de
emisión de una disolución de betaína (8 ppm) en DCM obtenidos excitando a: 300, 280, 260 y
240 nm. En efecto, el espectro en la zona 320-420 no cambia al variar la longitud de onda de
excitación.  Este  hecho,  junto  con el  efecto  de  la  concentración  de  betaína  anteriormente
mencionado sugiere  que se puede atribuir  el  espectro observado en la zona 320-420 a la
molécula de betaína de Reichardt. 
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Figura 3.4: Espectros de emisión de fluorescencia de una disolución de 8 ppm
de betaína en DCM a diferentes longitudes de onda: λexc= 300 nm (1),  λexc=
280 nm (2), λexc= 260 nm (3) y λexc= 240 nm (4).
Por otra  parte,  la  betaína  de  Reichardt  usada puede considerarse  pura  (C.  Reichardt,
comunicación personal): “The remark in the Aldrich catalogue "dye content ca. 90 %" means
simply  that  this  betaine  dye   crystallizes  with  ca.  2  mol  of  water  of  crystallization.  The
molecular formula of this betaine dye no 30 is C41H29NO x ca.2 H2O (3). It was recrystallized
from methanol/water (1:3) by hot extraction with this binary solvent mixture. The betaine dye
was dried at room temperature under vacuo with P4O10, but it was not possible to remove the
remaining  water  of  crystallization  at  higher  temperatures  without  decomposition.  In
summary,  the  betaine dye  delivered  by  Aldrich  is  pure,  it  contains  no  other  compounds,
except some water of crystallization. The only betaine dye which could be prepared without
water of crystallization is that dye in which the two phenyl groups in the ortho-position to the
phenolate oxygen atom are replaced by two t-butyl groups, that is betaine dye no. 26 in (3).
Obviously,  for  steric  reasons  there  is  now  no  hydrogen-bonding  possible  between  the
phenolate oxygen atom and HBD solvents such as water”.
El espectro atribuído a la betaína, en la zona 320-420 nm, presenta diferentes intensidades de emisión en función de la longitud de onda de excitación. Para
determinar qué longitudde onda de excitación eslmás sensible, se realizóunspectro fijando laongitudde onda de emisión a350nm (?  a la cual esmáximaas
intensidades en los espectros de la figura 3.4) y variando las longitudes de onda de excitación.
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Esto se realizó para dos cantidades diferentes de betaína (2 y 8 ppm) (figura 3.5). La longitud
de onda de excitación más sensible parece ser 260 nm.
Figura  3.5:  Espectros  de  excitación on  ? em=  350nm  de  dos
cantidades de betaína disuelta en DCM, 2 ppm (1) y 8 ppm (2).
La emisión de la  betaína se ha estudiado en el  caso del  DCM y del MeOH. Se han
realizado también  algunas  pruebas  en  acetonitrilo,  acetona  y  etanol.  La  primera  zona  de
fluorescencia  es  común  para  estos  disolventes.  No  parece  haber  una  gran  diferencia  de
intensidad de emisión de la betaína en los solventes estudiados, a diferencia del caso de la
berberina.  
Aparte de la zona 320-420, existe una segunda zona de emisión de intensidad débil en el
espectro de betaína de Reichardt en DCM, que va desde desde 425 a 575 nm (figura 3.4,
espectro 1). Esta banda no se aprecia en las figuras anteriores de la betaína en DCM puesto
que  está  enmascarada  por  los  picos  de  dispersión  Rayleigh  a  las  longitudes  de  onda  de
excitación utilizadas. Para observarla, ha sido necesario llevar a cabo la excitación a 300 nm.
En el caso de la betaína en MeOH, o bien esa banda no existe o presenta intensidad tan débil
que no se detecta en el espectro en las condiciones de trabajo. 
Los resultados parecen sugerir que la segunda zona de emisión depende del disolvente y
probablemente tenga relación con la configuración geométrica de la betaína en la disolución
en DCM. 
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3.1.1. Evolución de la emisión de la betaína de Reichardt en DCM
Una particularidad de esta segunda banda de emisión de la betaína en DCM es que
aumenta de intensidad con el tiempo. Esto no ocurre para otros disolventes como MeOH ,
etanol,  acetona  o  acetonitrilo:  por  un  lado,  en  los  espectros  realizados  en  éstos  no  hay
evidencias de esta segunda banda; además, el espectro correspondiente a la primera zona de
emisión no sufre variación apreciable. 
La simple inspección visual de una disolución de betaína en metanol nos indica que va
perdiendo un poco de color con el tiempo. Sin embargo, el espectro de emisión no varía
significativamente para estos disolventes. 
Las medidas se realizaron en disoluciones frescas (recién preparadas), a los 8 y a los 15
días. Durante ese tiempo, las disoluciones se almacenaron al abrigo de la luz.
El caso del diclorometano es diferente. En primer lugar, tras una inspección a simple
vista, la disolución de betaína en diclorometano pierde casi toda la coloración tras quince días.
El espectro de absorción se desplaza del visible al ultravioleta. Simultáneamente, su espectro
de emisión sufre transformaciones importantes. 
La primera zona de fluorescencia (320-420)  no presenta variaciones significativas de
intensidad respecto de la disolución fresca. Esta invariabilidad también se produce cuando se
estudiaron concentraciones diferentes de betaína (2 y 8 ppm). Por el contrario, la segunda
zona (420-575) muestra un aumento de intensidad con el tiempo (figura 3.6). Además, para un
tiempo evolución dado, la intensidad es mayor conforme aumenta la concentración de betaína
(figura 3.7). Estos aumentos no son debidos a impurezas en el disolvente ni a impurezas en la
betaína. De todos modos, para el empleo de la betaína de Reichardt como sonda se utilizarán
longitudes de onda de emisión en la primera zona de fluorescencia.
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Figura 3.6: Espectros de emisión de fluorescencia a
?exc= 300nm de una disolución e 8 ppm de betaína
en DCM, recién preparada (1) a los 8
días (2) y a los 14 días (3).
Figura 3.7: Espectros de emisión de fluorescencia a
?exc= 300nm de  diferntes soluciones de betaina en DCM,en las
que varía la concentración de betaína,
0.8 ppm (1), 2 ppm (2) y 8 ppm (3)
preparadas  15  días  antes  de  ser
medidas.
3.2.  Fluorescencia  debida  a  interacciones  dipolo-dipolo  inducido en
ausencia de disolvente: fenómeno y teoría
Al contrario que en el caso de la betaína de Reichardt el catión berberina es un intenso
fluoróforo y no fue preciso demostrar su fluorescencia nativa en disolventes (capítulo 2).
Hasta ahora se ha demostrado en este capítulo que la betaína de Reichardt en disolución posee
una escasa pero significativa fluorescencia. 
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Análogamente al caso de la berberina (capítulo 2), la adición de cualquier analito parece
inducir  cambios  en  la  intensidad  del  espectro  de  la  betaína  de  Reichardt,  ya  sea  en  un
disolvente o en ausencia del mismo. En este apartado se detalla el fenómeno en ausencia de
disolvente, así como su explicación.
Como en el capítulo 2, los experimentos en ausencia de disolvente se han llevado a cabo
utilizando un sistema de Cromatografía en Capa Fina con densitometría de fluorescencia de
barrido y utilizando placas de cromatografía de capa fina (HPTLC, de silica gel) las cuales
son impregnadas con una disolución de betaína de Reichardt. Antes de realizar la medida de
fluorescencia (y la aplicación de muestra) el disolvente es evaporado de la placa.
En  el  caso  de  la  betaína  en  disolución,  se  comprobó  que  la  longitud  de  onda  de
excitación más sensible es 260 nm. Sin embargo, al realizar ensayos en capa fina y ausencia
de  disolvente,  la  longitud  de  onda  de  excitación  que  proporciona  máxima  intensidad  de
emisión a los experimentos realizados ha sido de 300 nm. 
En las condiciones de trabajo de la densitometría en capa fina, la emisión se recoge con filtros que permiten seleccionar la emisión entre longitudes de onda fijas.
Dada la ? exc usada (300 nm),  el filtro más conveniente es el que recoge la emisión en el rango
400-450 nm. 
La señal de línea base de fluorescencia que proporciona una placa impregnada a esta
longitud de onda de excitación y recogiendo la emisión entre 400-450 nm es muy débil. Sin
embargo, las condiciones utilizadas parecen proporcionar una fluorescencia suficiente para
que la emisión inducida al añadir una analito sea medible y significativa.
 De  modo  similar  al  caso  de  la  berberina,  cualquier  analito  puede  ser  determinado
cuantitativamente con suficiente sensibilidad, incluso analitos no fluorescentes tales como los
hidrocarburos saturados. 
Por  ejemplo,  cuando se aplica un alcano sobre  una placa  de silica  gel  previamente
impregnada  de  una  disolución  de  betaína  de  Reichardt  (en  la  que  el  disolvente  ha  sido
evaporado), y el sistema es irradiado con luz UV a 300 nm, se produce una señal fluorescente
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(en este caso, un aumento) que depende de la concentración y de la longitud del alcano, para
una concentración dada de  betaína.  Así,  en la  figura  3.8, observamos los cromatogramas
correspondientes a varios alcanos de diferente longitud de cadena. El limite de detección, en
estas condiciones de trabajo, se encuentra en el n-dodecano (n-C12).
Figura  3.8:  Cromatogramas
correspondientes a la aplicación de 5µg
de dodecano (n-C12), hexadecano (n-C16)
y docosano (n-C22) así  como a la linea
base  en  una  placa  de  HPTLC
impregnada con 40mg de betaína/100ml
de metanol eluida con hexano durante 5
minutos  y  posterior  detección  en
fluorescencia a 300nm.
Como en el caso del catión berberina, la adición de cada nuevo grupo -CH2- proporciona
un incremento de la respuesta fluorescente. Asímismo, la sensibilidad de estos experimentos
puede ser controlada a través de la modificación de las condiciones de impregnación por lo
cual el sistema es interesante desde el punto de vista analítico.
La figura 3.9 muestra la recta de calibrado obtenida para el docosano (n-C22) tras aplicar
diferentes cantidades del mismo en una placa de HPTLC impregnada con betaína. 
Distancia de migración (mm)
C12
Linea base
C22
C16
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Figura  3.9:  Recta  de  calibrado
correspondiente  a  la  representación  de
los  valores  de  areas  obtenidos  tras  la
aplicación  de  diferentes  cantidades  de
docosano  (n-C22)  en  una  placa  de
HPTLC  impregnada  con  50mg  de
betaina/100ml de metanol eluida con n-
hexano  durante  5  minutos  y  posterior
detección en fluorescencia a 300nm.
3.2.1. Mecanismo: modelo dipolo-dipolo inducido
Los fenómenos de la berberina y de la betaína presentan ciertas similitudes. Como se ha
visto en el capítulo 2, la fluorescencia inducida por la berberina se debe a una interacción ión-
dipolo inducido entre el catión berberina y el alcano correspondiente. 
Uno de los papeles desempeñados en el sistema berberina por el alcano era decrecer la
constante dieléctrica del sistema, a través del coeficiente de emisión espontánea de Einstein,
el  cual  depende  inversamente  de  la  constante  dieléctrica  del  medio.  A  la  vista  de  los
resultados experimentales, este mecanismo también puede operar en el caso de la betaína.
El otro papel del alcano (segundo mecanismo) era entorpecer los procesos no radiativos de relajación. De acuerdo con el modelo ión-dipolo inducido, y dado que el
rendimiento cuántico (?) debe ser proporcional ale ergía de solvatación entreel catión fluorescente k y l  molécula i ( n este caso, alcanos), se proponía, para el caso de la berberina, una expresión
matemática que relacionaba ?  con la polarizabilda (?)  del analito, entreotrasv riables.
En el caso de la fluorescencia inducida por la betaína de Reichardt, se puede proponer
un mecanismo similar, teniendo en cuenta la ecuación de la interacción o inducción de Debye,
ya que estamos ante una interacción dipolo-dipolo inducido (4,5)
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Esta ecuación describe la energía de interacción dipolo neto/dipolo inducido entre dos
moléculas,  cada  una  de  las  cuales  posee  un  momento  dipolar  permanente,  ?i y  ?k,  y
polarizabilidades, ? i y ? k. Uk es la constante de proporcionalidad a una temperatura dada, y r
es la distancia desde el dipolo al dipolo inducido. Una de las dos moléculas sería, en nuestro
caso, la betaína de Reichardt.
Los resultados obtenidos sugieren que el modelo dipolo-dipolo inducido puede explicar
los resultados cromatográficos experimentales. Así, para la serie de los alcanos mostrada en la
figura  3.10,  (para  los  cuales,  ?i ≈0),  se  observa  una  regresión  lineal  entre  la  respuesta
fluorescente, expresada como Area del pico cromatográfico,  y la polarizabilidad de los  n-
alcanos.
Figura 3.10: Curva de la respuesta de varios alcanos aplicados en una placa
de HPTLC impregnada  con 40mg de  betaina/100ml metanol  eluidos  con
hexano  durante  5  minutos  y  deteccion  en  fluorescencia  a  300nm  con
respecto a su polarizabilidad
Asímismo, la dependencia de  ?  respecto a r4 en el caso de la interacción ión-dipolo
inducido  (berberina),  y  respecto  a  r6 en  el  caso  dipolo-dipolo  inducido  (betaína)  puede
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explicar que el catión berberina induzca intensidades de fluorescencia más altas a la misma
concentración (aproximadamente 10-4 M L-1), como así se demuestra experimentalmente en la
figura 3.11, en la que representamos la misma cantidad de benzo(a)pireno aplicada en placas
de HPTLC impregnadas con berberina en un caso y con betaína en el otro en las condiciones
especificadas en la figura.
Figura  3.11:  Cromatogramas  correspondientes  a  la  aplicación  de
0.2µg de benzo(a)pireno en una placa de HPTLC impregnada con
24mg de betaina/100ml de metanol, elución con hexano y detección
por fluorescencia a 300nm en el primer caso (1) e impregnada con
6mg de berberina/100ml de metanol, elución con hexano y detección
por fluorescencia a 365nm en el segundo caso (2)
3.2.2. Detección general de analitos: aumentos de fluorescencia y “quenching”
Como en el caso del catión berberina, la betaína de Reichardt permite la detección de
una gran variedad de analitos orgánicos, incluso los no fluorescentes.  Sin embargo, en este
caso  evitaremos  referirnos  a  una  “detección  universal”  puesto  que  la  aplicación  de  la
detección a bastantes analitos inorgánicos topa con la dificultad de que la betaína de Reichardt
utilizada es muy poco soluble en agua.  
Análogamente al caso de la berberina, los analitos más apolares (p. ej., hidrocarburos
saturados) inducen aumentos de fluorescencia mientras aquéllos con mayor polaridad inducen
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disminuciones, debido al mencionado balance entre procesos radiativos y no radiativos de
relajación.  Sin  embargo,  la  variación  neta  de  intensidad  dependerá  de  las  interacciones
particulares  entre  cada  analito  y  la  molécula  de  betaína,  así  como de  las  condiciones  de
trabajo,  y no tiene por qué coincidir  con la obtenida en el  caso de la  berberina.  Así, por
ejemplo, en el sistema betaína-silica gel, ciertos hidrocarburos aromáticos como el coroneno
(figura  3.12)  y  heterociclos  sulfurados  (dibenzotiofeno)  muestran  disminuciones  de  la
fluorescencia en las condiciones estudiadas, mientras que, por ejemplo, el pireno (figura 3.13)
muestra un aumento de fluorescencia en las condiciones estudiadas.
Figura  3.12:  Cromatogramas
correspondientes a la aplicación de dos
cantidades  de  coroneno,  0.6µg  (1)  y
1.2µg  (2)  en  una  placa  de  HPTLC
impregnada  con  12mg  de
betaina/100ml de metanol, elución con
hexano  y  posterior  detección  en
fluorescencia a 300nm.
Figura  3.13:  Cromatogramas
correspondientes a la aplicación de 1µg
de  pireno  en  una  placa  de  HPTLC
impregnada  con  12mg  de
betaina/100ml de metanol, elución con
hexano durante 5 minutos y detección
por fluorescencia a 300nm (1) y UV a
254nm (2).
Al igual que en el caso de la berberina (capitulo 2), cuando se estudian compuestos muy
polares, se obtienen disminuciones de la intensidad de fluorescencia.  Este hecho podemos
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observarlo  en  el  caso  de  la  rifampicina  (figura  3.14).  Sin  embargo,  las  relaciones  entre
polaridad de la molécula y respuesta fluorescente no están tan claras como en el caso de la
berberina. Por ejemplo, teniendo en cuenta las condiciones de trabajo, la respuesta negativa de
la rifampicina, en la figura 3.14, es menor en valor absoluto que la del coroneno, en la figura
3.12.
Figura  3.14:  Cromatogramas  correspondientes  a  dos  cantidades
diferentes  de  rifampicina  aplicadas  en  una  placa  de  HPTLC
impregnada  con  50mg  de  betaina/100ml  de  metanol,  eluidas  con
DCM  durante  5  minutos  y  posterior  detección  en  un  caso  por
fluorescencia a 300nm de 1µg (1) y de 5 µg (2) y en otro caso UV a
254nm de 1µg (3) y de 5µg (4).
Por el momento, no encontramos explicación a este hecho.
A continuación se explica un ejemplo que ilustra la diferencia entre la detección usando
berberina y betaína en las condiciones estándar. Los detalles de los experimentos se explican
más detalladamente en el capítulo 5 y en (6). En la figura 3.15 se muestran cromatogramas
HPTLC de un gasóleo, tras separación cromatográfica sobre una placa impregnada con el
catión berberina. Sobre el cromatograma aparece impreso los distintos tipos de compuestos
separados en el gasóleo (alcanos, cicloalcanos, y un pico muy ancho debido a los aromáticos,
los cuales eluyen en función del número de anillos) (6). Además de mostrar el cromatograma
de fluorescencia (excitación a 365 nm), se muestran los obtenidos por detección UV a 210 y a
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254 nm. 
Figura  3.15a:  Análisis  de  los  distintos  tipos  de
hidrocarburos del gasoil mediante HPTLC. A: alcanos,
detectados por fluorescencia inducida por berberina; B:
cicloalcanos, detectados por fluorescencia inducida por
berberina; C: aromáticos, detectados por UV a 254nm.
Figura  3.15b: Análisis  de  los  distintos  tipos  de
hidrocarburos del gasoil por HPTLC impregnada con
berberina  (6mg/100ml  MeOH).  Detección  por  1)
fluorescencia inducida por berberina a 365nm; 2) UV
a 210nm y 3) UV a 254nm.
En la figura 3.16, se muestran los mismos cromatogramas en el caso de la betaína. 
Figura  3.16a:  Análisis  de  los  distintos  tipos  de
hidrocarburos del gasoil mediante HPTLC  A: alcanos,
detectados  por  fluorescencia  inducida  por  betaina;  B:
cicloalcanos, detectados por fluorescencia inducida por
betaina; C: aromáticos, detectados por UV a 254nm.
Figura  3.16b: Análisis  de  los  distintos  tipos  de
hidrocarburos del gasoil por HPTLC impregnada con
betaina  (40mg/100ml  MeOH).  Detección  por  1)
fluorescencia inducida por betaína a 300nm; 2) UV a
210nm y 3) UV a 254nm.
Se  observa  que  los  aromáticos  producen  un  aumento  de  fluorescencia  en  el  sistema
berberina mientras que producen una disminución simétrica de la fluorescencia en el sistema
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betaína en las condiciones estándar de trabajo. Los grupos que se separan en ambos sistemas
son los mismos.
Además de la serie de los n-alcanos, se ha estudiado la serie de los n-alcoholes. Al igual
que  en  el  caso  de  aquéllos,  hemos  representado el  área  cromatográfica  de  los  diferentes
alcoholes estudiados en función de su numero de átomos de carbono. Existe una regresión
lineal, aumentando el area conforme aumenta el numero de grupos -CH2- de la cadena (figura
3.17).  La figura 3.18 muestra, asimismo la regresión existente entre el área cromatográfica y
la polarizabilidad de los diferentes alcoholes. Los detalles del calculo de la polarizabilidad de
los alcoholes se pueden encontrar en el anexo A-III.
Figura  3.17:  Representación  de  los
valores  de  area  obtenidos  tras  la
aplicación por cuadruplicado de 8µg de
los diferentes alcoholes en una placa de
HPTLC  impregnada  con  40mg  de
betaina/100ml  metanol,  elución
posterior  con  DCM  5  minutos  y
detección  en  fluorescencia  a  300nm,
frente al número de átomos de carbono
de dichos alcoholes
Figura  3.18:  Representación  de  los
valores  de   area  obtenidos  tras  la
aplicación por triplicado de 10µg de los
diferentes  alcoholes  en  una  placa  de
HPTLC  impregnada  con  40mg  de
betaina/100ml  metanol,  elución
posterior con DCM durante 5 minutos y
detección fluorescente a 300nm, frente a
la polarizabilidad de dichos alcoholes.
3.3.  Fluorescencia  de disoluciones conjuntas de la betaína de Reichardt y
Polarizabilidad
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analitos en diferentes disolventes
De acuerdo con lo expuesto en el apartado 3.1, en el caso de la betaína de Reichardt
trabajaremos con longitudes de onda de excitación próximas a 260 nm para recoger la emisión
en la primera zona de fluorescencia.  
Análogamente al caso del catión berberina comentado en el capítulo 2, analitos de muy
variadas estructuras químicas inducen cambios en la intensidad del espectro de fluorescencia
de la betaína de Reichardt, que pueden ser aprovechados para la determinación analítica de
dichos analitos. También análogamente al caso de la berberina, este fenómeno ocurre para el
caso de moléculas no fluorescentes, como los hidrocarburos saturados. En la figura  3.19 se
muestran  dos  espectros  relativos  a  la  adición  de  dos  concentraciones  distintas  de  n-
hexadecano (n-C16) (7.7 y 19.3 mg/ml) a una disolución de 2 ppm de betaína de Reichardt en DCM. Ambos espectros se comparan
con el de la disolución debetaína (2 ppm) enDCM (? exc = 260 nm). Los resultados indican
que hay un importante aumento en la intensidad de la emisión debido a la  adición de  n-
hexadecano, y que también hay un efecto claro de concentración de este compuesto.
Figura 3.19: Espectros de emisión de fluorescencia, ?exc= 260nm correspondiets auna
disolución de 2 ppm de betaína en DCM (1) a la que le hemos añadido
cantidades  crecientes  de  n-hexadecano  (n-C16):   7,7  mg/ml  (2)  y  19,3
mg/ml (3).
La figura  3.20 muestra que la fluorescencia se debe efectivamente a la adición de  n-
hexadecano. Los epectros, btenidos a diferentes ? exc  (300, 280 y 260 nm), muestran que la
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banda  en  la  zona  de  emisión  320-420  nm,  permanece  inalterada.  En  este  caso,  la
concentración  de  betaína  en  DCM fue  de  2  ppm  y  se  adicionó  n-hexadecano  en  una
concentración de 77 mg/ml.
Figura 3.20: Espectros de emisión de fluorescencia de una disolución de
2 ppm de betaína en DCM que contiene 77 mg/ml de  n-hexadecano (n-
C16) a diferentes ?exc:  300nm (1), 280nm()6 (3) 
Los cambios de intensidad inducidos por el analito en el espectro de la betaína (o, en
otras palabras, la fluorescencia inducida por la interacción de la betaína y el analito) tienen
lugar en la primera zona de fluorescencia. La segunda zona de fluorescencia (en el caso del
DCM) no se muestra alterada por la adición de analito.
Al igual que en el caso de disoluciones de betaína en DCM o MeOH (sin adición de
analito; apartado 3.1), la longitud de onda de excitación más sensible para la detección de
analitos es 260 nm.
Otros analitos, por ejemplo, alcoholes y polímeros, han sido detectados mediante el uso
de disoluciones  de la  betaína de Reichardt,  tanto en disolución como en su adaptación a
sistemas de HPLC (ver capítulo 4, apartado 4.5). Aunque el número y el tipo de analitos
ensayados ha sido inferior al caso de la berberina, los resultados experimentales y la analogía
del fenómeno con el caso de la fluorescencia por berberina (expresada en la teoría dipolo-
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dipolo inducido detallada para el caso de ausencia de disolvente) nos hacen pensar que la
betaína de Reichardt también se comporta como una sonda muy general en lo que a detección
de analitos se refiere, si bien con menos intensidad de emisión. Sin embargo, como ya se ha
comentado anteriormente,  evitaremos referirnos a una “detección universal” puesto que la
aplicación de la detección a bastantes analitos inorgánicos topa con la dificultad de que la
betaína de Reichardt utilizada es muy poco soluble en agua.  
Se está llevando a cabo una investigación para intentar elucidar el mecanismo de esta
fluorescencia en medio acuoso. Asímismo, la inducción de fluorescencia por otras moléculas
de tipo “zwitterión” es probable a la luz de la teoría, pero debería ser experimentalmente
verificada.
Aparte de la determinación cuantitativa de analitos,  el  uso de la betaína de Reichardt
como sonda fluorescente de polaridad para analitos a partir de las variaciones de intensidad
que registra en función de la estructura química de dichos analitos, tiene interés de cara a
completar la información obtenida mediante su uso como sonda ultravioleta de polaridad, la
cual  es  medida  por  las  variaciones  de  longitud  de  onda  de  su  espectro  de  absorción  al
interaccionar con el correspondiente analito.
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Capítulo  4.  Aplicación  de  las  sondas  moleculares
universales propuestas a sistemas de cromatografía líquida
de alta eficacia (HPLC)
En el presente capítulo se describe el acoplamiento de las sondas fluorescentes propuestas
(catión  berberina  y  betaína  de  Reichardt)  a  sistemas  de  HPLC  con  detección  por
fluorescencia.  Tras  una  descripción  del  sistema  y  de  las  condiciones  cromatográficas
utilizadas, se explican las variables que influyen en la respuesta fluorescente. Se detallan las
posibilidades analíticas del sistema y se presentan ejemplos acerca de la detección de analitos
de diferentes naturaleza con ambas sondas, tanto en disolventes tipo fase normal como fase
reversa.
4.1. Sistema de HPLC estudiado
La figura 4.1 muestra un esquema del equipo de HPLC utilizado.
           9
                                       8                 
    Figura 4.1: Esquema del sistema de HPLC convencional utilizado, que consta de:
5 6
7
4
3
1
2
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1- Disolvente;                                                     
2- Bomba para la impulsión de la fase móvil;
3- Inyector, para la introducción de la muestra;
4- Una columna HPLC de silica gel (fase normal) o de octadecilsilano (fase
reversa), a través de la cual fluyen la muestra y la fase móvil;
5- Una segunda bomba para impulsar la disolución de derivatización, la cual
esta  formada  por  una  disolución  de  la  sonda  en  el  disolvente  de
derivatización;
6- Disolución de derivatización: sonda + disolvente;
7- Una célula de derivatización, donde tiene lugar la mezcla de la disolución
de derivatización con la fase móvil y el analito;
8- Un ordenador equipado con un sistema de adquisición y tratamiento de
datos. Los detalles de los equipos utilizados pueden ser consultados en el
Anexo A-VIII
9- Un detector de fluorescencia
Los ensayos se realizaron en dos equipos diferentes.  Los detalles de los  mismos se
pueden consultar en el Anexo A-VIII.
La sonda es introducida disuelta en un disolvente de derivatización que puede ser o no
el mismo disolvente que constituye la fase móvil. La disolución de derivatización puede ser
introducida pre o post-columna. En todo caso, la fase móvil se mezclará con la disolución de
derivatización antes de pasar por el detector, dando lugar a la línea base del cromatograma. 
4.2. Condiciones cromatográficas
Las fases móviles utilizadas han sido:
– triclorotrifluoroetano
– diclorometano (DCM)
– metanol (MeOH)
– etanol (EtOH)
– acetonitrilo (ACN)
– acetona
– agua
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– DCM / MeOH, en diferentes proporciones
– MeOH / tetrahidrofurano (THF), en diferentes proporciones
– MeOH / ACN, en diferentes proporciones
– MeOH / agua, en diferentes proporciones
– ACN / agua, en diferentes proporciones
Para simplificar la interpretación de la intensidad de la señal (expresada en este caso
como  Area  del  pico  cromatográfico)  y  favorecer  la  compatibilidad  de  los  elementos  del
sistema, hemos usado como disolución de derivatización, por lo general, el mismo disolvente
o  sistema  de  disolventes  que  para  la  fase  móvil.  Sin  embargo,  es  posible,  de  cara  a  un
desarrollo  práctico,  utilizar  disolventes  distintos  para  fase  móvil  y  disolución  de
derivatización.  También  es  posible,  como  se  observa  en  la  lista  de  disolventes  arriba
mencionada, usar mezclas de disolventes para elución isocrática.
Como fases estacionarias se han utilizado columnas HPLC de silica y de fase reversa
(octadecilsilano) de propósito general. Dichas columnas se han usado cuando ha habido que
estudiar variables cromatográficas y cuantitatividad. Asímismo, se ha trabajado en flujo, esto
es,  se  han  realizado  experimentos  sin  utilizar  columna  en  aquellas  ocasiones  en  que  se
pretendían  realizar  pruebas  rápidas  de  signo  de  la  respuesta,  o  de  ausencia/presencia  de
respuesta de diferentes analitos. De este modo, se pueden realizar varias inyecciones rápidas y
sucesivas de diferentes analitos.
La elección de columna no es crítica en este trabajo puesto que lo que se trata es de estudiar la
viabilidad de la detección de diferentes analitos, que se han inyectado puros y por separado.
En este  caso,  las  columnas sirven exclusivamente para  que  los  analitos se  encuentren en
condiciones cromatográficas. La elección de la columna dependerá de la separación que se
pretenda realizar. Es perfectamente posible utilizar otros tipos de columna distintos a silica
gel y octadecilsilano cuando los analitos así lo requieran.
Como sondas, se han estudiado el catión berberina y la betaína de Reichardt.
El  procedimiento  de  derivatización se  ha  estudiado  especialmente  para  el  caso  del
catión  berberina.  Cuando  se  utilizan  columnas  de  fase  reversa,  la  derivatización  puede
llevarse a cabo pre o post-columna puesto que la berberina disuelta no interacciona de modo
apreciable con la fase reversa. Sin embargo, cuando se utiliza silica la derivatización sólo
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puede llevarse a cabo post-columna, puesto que la berberina interacciona fuertemente con la
silica y su elución resulta incompleta aun utilizando disolventes muy polares. Este efecto será
beneficioso  cuando  se  aplique  dicha  sonda  a  sistemas  de  Cromatografía  en  Capa  Fina
(capítulo 5).
En el caso de la betaína se ha utilizado fundamentalmente derivatización post-columna.  Por
otro lado, la adición de la sonda no influye sustancialmente en la separación de los analitos.
Las condiciones de detección por fluorescencia seleccionadas han sido: para la berberina,
?
exc
 = 350nm y   ?
em
 = 520nm; para labetaína,?
exc
 =300nm   y   ?
em
 =375nm 
La  compatibilidad entre los disolventes usados en el sistema, la sonda y los analitos
debe ser tomada en consideración. Por ejemplo, MeOH es un magnífico disolvente para el
catión berberina pero su uso cromatográfico es poco adecuado en el caso de analitos poco
polares (p.ej.,  hidrocarburos saturados) por encima de una concentración dada. Como otro
ejemplo, DCM es, en general, un buen disolvente para analitos orgánicos polares y apolares,
pero solubiliza poco a la berberina por encima de una determinada concentración. En nuestro
caso,  cuando  se  usa  como disolución  de  derivatización  berberina  /  DCM,  añadimos  una
pequeña  concentración  de  metanol  (1ml/100ml) para  facilitar  la  solubilización.  En  lo
sucesivo, a este DCM modificado con MeOH lo denominaremos DCM* para distinguirlo del
puro (DCM). Los mismo, en el caso del triclorotrifuoroetano y  triclorotrifuoroetano*.
A efectos de tratamiento estadístico de los datos, cada muestra ha sido inyectada tres
veces como mínimo en el sistema (Anexo A-VIII).
4.3. Variables que influyen en la señal fluorescente
En  el  capítulo  2  (apartado  2.2.2)  se  expusieron  las  variables  que  influyen  en  la
intensidad  de  la  emisión  fluorescente  en  disoluciones  de  berberina  a  las  que  se  añaden
diferentes  analitos.  Las  variables  que  influyen  en  la  señal  obtenida  con  este  sistema
cromatográfico serán sustancialmente similares y las diferencias vendrán únicamente de la
naturaleza  dinámica  del  HPLC  en  contraposición  a  la  naturaleza  estática  de  la
espectrofluorimetría, ademas de las variables propias de la Cromatografía.
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Las variables a considerar son:
– naturaleza de la fase móvil
– flujo HPLC de la fase móvil
– naturaleza de la sonda fluorescente
– naturaleza del disolvente de derivatización
– flujo  HPLC  de  la  disolución  de  derivatización  (sonda  disuelta  en  el  disolvente  de
derivatización)
– concentración de sonda en la disolución de derivatización
– longitudes  de  onda  de  excitación  y  emisión  y  los  parámetros  propios  de  la  detección
fluorescente en HPLC (aperturas de rendija, etc...)
– masa de analito
– estructura química y peso molecular del analito  
4.3.1. Línea de base
Previamente a  la  inyección de  la  muestra,  la  fase  móvil  utilizada  se  mezcla  con la
disolución de derivatización en la  célula  de derivatización antes de pasar por el  detector,
dando lugar a la línea base del cromatograma. En las condiciones especificadas, dicha línea
base presenta una estabilidad adecuada, debido a la rapidez de interacción y de mezcla entre
cada una de las las sondas estudiadas y los correspondientes disolventes.
La posterior inyección de analito inducirá en el eluyente que llega al detector o bien un
aumento o una disminución de fluorescencia con respecto a la línea base del cromatograma.
Un aumento dará lugar a un pico cromatográfico positivo y una disminución dará lugar a un
pico cromatográfico negativo.
En nuestros  experimentos,  el  disolvente (o  mezcla  de  disolventes)  usado como fase
móvil  se ha utilizado también como disolvente de derivatización,  de cara a  simplificar la
interpretación de  las  respuestas fluorescentes.  Sin embargo,  es posible  utilizar  disolventes
distintos para fase móvil y disolución de derivatización. En todo caso, la elución debe ser
isocrática.
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La línea de base obtenida con cada eluyente presenta, de entrada, un nivel de fluorescencia diferente, el cual se hace “cero” al registrar el cromatograma. Los
mayores niveles defluorescencia de la línea dbses dan en los eluyentes demenores valores de?  (DCM). El nivel de fluorescencia más bajo (cercano aer)se da
usando  agua.  Conforme aumenta  el  valor de ?  para el eluyente  o  más porcentaj en  agua  tiene  la mezcla, menor  nivel  de  fluorescencia se  obtiene.  Este nivel de la  línea
base condiciona posteriormente la magnitud de las señales obtenidas al inyectar analitos (ver
apartado 4.3.3).
4.3.2. Influencia de las variables: la detección de hidrocarburos saturados
La  detección  de  hidrocarburos  saturados  usando  berberina  como  sonda  para
derivatización en un sistema de HPLC-fluorescencia sirve para ilustrar la influencia de las
variables mencionadas en cuanto al signo y magnitud de la respuesta cromatográfica. Así en
la figura 4.2 podemos ver el cromatograma correspondiente a la inyección de n-decano (n-C10)
puro en el sistema mencionado, en el cual el pico es negativo. Dicho pico, se muestra positivo
por cambio en la polaridad del detector ya que el valor absoluto del area no varia.
Figura 4.2: Cromatograma de decano inyectado puro en un sistema
HPLC-fluorescencia  usando  como  fase  móvil  DCM  y  como
derivatizante berberina/DCM* (200µg/ml). Columna silica gel.
4.3.2.1. Efecto de la naturaleza de los disolventes
Veamos  el  caso  de  la  detección  de n-decano  (n-C10)  en  tres  sistemas  de  elución
diferentes (DCM, MeOH y ACN). En los tres casos se ha usado el mismo disolvente como
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fase móvil y como disolvente de derivatización. 
La  Tabla  4.1  muestra  las  diferentes  áreas  del  pico  cromatográfico  de   n-decano en  cada
eluyente, obtenidas en las mismas condiciones (reseñadas en la tabla). Como se observa, el  n-
decano   presenta  un  descenso  de  fluorescencia  (pico  negativo)  en  DCM*,  mientras  que
presenta aumentos de fluorescencia (pico positivo) de diferente magnitud en ACN y MeOH.
El resultado en DCM está de acuerdo con el  efecto de “inversión” observado también en
espectroscopía de fluorescencia estática para el DCM y detallado en el capítulo 2 (apartado
2.2.2.3).
Disolvente Area del pico
Diclorometano* -529412
Metanol 44223
Acetonitrilo 23826
Tabla 4.1: Area del pico de decano, n-C10 (20µl) en diferentes disolventes, en
las mismas condiciones: Concentración  de  berberina:  50µg/ml;  flujo  de  la
fase móvil: 0.8ml/min; flujo de berberina: 0.9ml/min; columna silica gel
4.3.2.2. Efecto del flujo de disolución de derivatización y del de fase móvil
En las figuras siguientes, se muestra la variación de la respuesta cromatográfica con el
flujo de disolución de derivatización para  el  n-decano en los tres  eluyentes,  manteniendo
constante el flujo de fase móvil y las demás condiciones de trabajo (reseñadas en los pies de
figura). 
Un incremento del flujo para el caso del DCM (figura 4.3), produce una disminución
lineal de la fluorescencia hasta un flujo de 0.8 ml/min, a partir del cual la respuesta permanece
constante. 
En el caso del MeOH, (figura 4.4), podríamos distinguir varias partes en la gráfica, en la
primera  desde  0.1-0.4ml/min  la  respuesta  aumenta  con  el  flujo  desde  0.4-0.9  ml/min.
Posteriormente se satura y decae. En ambos casos, no se puede descartar que la estabilización
o decaimiento de la respuesta tenga que ver con problemas de solubilidad debido al aumento
de las concentraciones de berberina. 
En el caso del ACN, (figura 4.5), el crecimiento de la respuesta con el flujo es menor
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que en los casos anteriores y se estabiliza alrededor de 0.6 ml/min.
Figura  4.3: Variación  del  area  del
decano  n-C10,  con  el  flujo  de
berberina,  utilizando  DCM*  como
disolvente  en  las  siguientes
condiciones:
Concentración de berberina: 50µg/ml 
Flujo de berberina: 0.2-1.5ml/min
Flujo de fase móvil: 0.8ml/min
Inyección  de  20µl  de  decano  por
triplicado en cada caso.
Columna silica gel
Figura  4.4: Variación  del  area  del
decano  n-C10,  con  el  flujo  de
berberina,  utilizando  MeOH  como
disolvente  en  las  siguientes
condiciones:
Concentración de berberina: 50µg/ml 
Flujo de berberina: 0.2-2.5ml/min
Flujo de fase móvil: 0.8ml/min
Inyección  de  20µl  de  decano  por
triplicado en cada caso.
Columna silica gel
Figura  4.5: Variación  del  area  del
decano  n-C10,  con  el  flujo  de
berberina,  utilizando  ACN  como
disolvente  en  las  siguientes
condiciones:
Concentración de berberina: 50µg/ml 
Flujo de berberina: 0.2-1.2ml/min
Flujo de fase móvil: 0.8ml/min
Inyección  de  20µl  de  decano  por
triplicado en cada caso.
Columna silica gel
En la figura siguiente, (figura 4.6) representamos el area del pico de decano al variar
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tanto el flujo de la fase móvil como el flujo de disolución derivatizante. En este caso, se ha
utilizado  una  mezcla  MeOH/THF  (30/70)  como  fase  móvil  y  como  solución  de
derivatización.
Figura 4.6: Representación de la variación del area del pico del decano, n-C10 (20 ?l) al variar
tanto el flujo de disolución derivatizante como el flujo de la fase móvil con una concentración
de berberina de 50µg/m y utilizando como fase móvil y derivatizante MeOH/THF (30/70,
v/v). Columna silica gel
4.3.2.3. Efecto de la masa de alcano
La figura 4.7 muestra la respuesta fluorescente cuantitativa del decano a varios flujos de
derivatizante. 
Figura  4.7:  Puntos  de
calibración correspondientes a la
inyección  de  tres  volúmenes
diferentes  de  decano
manteniendo el flujo de la fase
móvil (MeOH/THF (30/70 v/v))
en 0.4ml/min y variando el flujo
de  derivatizante  desde  0.4-2.0
ml/min.
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La  respuesta  fluorescente  y  la  concentración  de  decano  presentan  coeficientes  de
correlación  de  0.9974  para  un  flujo  de  2ml/min  de  berberina  y  0.9205 para  un  flujo  de
1ml/min.
La figura 4.8 ilustra la linealidad de la respuesta con la masa de analito de cara a un
análisis  cuantitativo.  En  el  ejemplo,  n-tridecano  (n-C13)  en  DCM*  en  las  condiciones
reseñadas.  A  pesar  del  efecto  de  inversión  del  DCM  (y  del  DCM*),  las  respuestas
cromatográficas pueden ser linealizadas, en valor absoluto, frente a la masa de analito. Es
decir,  no hay ningún problema práctico,  desde el  punto de vista  de la  técnica HPLC, en
gestionar picos negativos. También es posible en estos casos, a efectos operacionales, invertir
la polaridad del detector para así obtener directamente picos positivos.
Figura 4.8:  Representación de la  recta  de calibración del  n-tridecano,  (n-C13)  utilizando
DCM como fase móvil (0.8ml/min) y como derivatizante berberina/DCM* (0.6ml/min) con
una concentración de 125µg/ml. Columna silica gel.
4.3.2.4. Efecto de la longitud de cadena del alcano
La respuesta cromatográfica varía, a igualdad del resto de las variables, con la estructura
del  analito  a  determinar.  En la figura 4.9 se muestra la  variación del  factor  de respuesta
cromatográfico (expresado en Area/mol) para varios miembros de la serie homóloga de los n-
alcanos: como en el caso de los experimentos con berberina en cromatografía en capa fina
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(capítulos 2 y 5) y en disolución (capítulo 2), existe un incremento de la respuesta en valor
absoluto al aumentar progresivamente el número de átomos de carbono (grupos -CH2-) en un
alcano (ver capítulo 2.1). 
Figura 4.9: Representación del factor de respuesta (Area/mol) frente al numero de
carbonos desde n-C5 hasta  n-C30 utilizando como fase móvil  DCM (0.3ml/min)  y
como derivatizante berberina/DCM* 200µg/ml (0.8ml/min). Columna silica gel
Asímismo, la figura 4.10, ilustra, para la misma serie homóloga de n-alcanos, la relación
entre  el  factor  de  respuesta  y  el  número  de  átomos  de  carbono,  variando  el  flujo  de
derivatizante, a igualdad de todas las demás variables.
Figura 4.10:  Influencia de la concentración de berberina en el factor de respuesta
(area/mol) de varios alcanos (n-C5-n-C30) manteniendo el flujo de la fase móvil, DCM
en 0.7ml/min. Columna silica gel
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4.3.3. Importancia del eluyente
En  principio,  los eluyents con  menores  ?  son los que proporcionan  mayor pendiente  respuesta-concentración y  mejor  relación señal-ruido  al  inyectar analitos.
Este es el caso de DCM y DCM*. Por ejemplo, cuando se usa DCM* como eluyente, la
concentración de berberina en la disolución de derivatización debe ser diluida de 200 µg/ml
(usada en los demás casos: MeOH; EtOH; ACN, etc...) hasta 25 µg/ml para obtener una señal
que no sature el detector.
El  eluyente con mayor nivel de fluorescencia de partida, a una concentración de 50
µg/ml de berberina en la disolución de derivatización, es el correspondiente a una mezcla
DCM/MeOH con fracción molar de DCM alrededor de 0.8 (ver capítulo 2.2.1.3). 
Podemos  concluir  que  los  datos  obtenidos  en  el  caso  de  espectroscopia  de  fluorescencia
estática y HPLC concuerdan bastante bien.
Por el contrario, el nivel de fluorescencia del eluyente disminuye conforme aumenta la
concentración de agua en el mismo. El agua proporcionó la menor respuesta en el sistema
berberina.  También  empeora  la  relación  señal-ruido  y  disminuye  la  pendiente  respuesta-
concentración al inyectar analitos. 
La  sensibilidad,  la  relación señal-ruido,  y  la  pendiente  Area-masa disminuyen en el
orden:  DCM*,  DCM,  ACN,  MeOH,  etanol,  acetona,  ACN/agua  (70/30,v/v),  MeOH/agua
(70/30, v/v), y agua. 
4.3.3.1. Modificación controlada del area y variación del signo de los picos
Como se ha visto en los apartados anteriores, la respuesta cromatográfica fluorescente
de un analito depende de bastantes variables. En este apartado se expone una característica
peculiar de este sistema que le confiere versatilidad: es posible modificar el área de los picos e
incluso cambiar el signo de los mismos haciendo variar dichas variables de forma controlada,
o, en otras palabras, haciendo variar la polaridad del medio. La variable más importante para
llevar esto a cabo es la naturaleza de los disolventes usados. 
Así, mostraremos algunos ejemplos de cómo la variación de la naturaleza de la fase
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móvil, su flujo, la concentración de berberina y el flujo de disolución derivatizante, hacen
cambiar la respuesta, “invirtiendo” el signo (y la magnitud) del pico cromatográfico.
En un primer ejemplo, se expone el cambio en el signo de la señal para el  n-decano,
cuando  se  emplean  mezclas  MeOH/THF  de  composición  diferente.  Se  estudiaron  cuatro
mezclas: MeOH/THF al 20/80, 23/77, 26/74 y 30/70 (en porcentaje en volumen). Cada una de
las mezclas se usó como fase móvil y disolución de derivatización. 
La  concentración  de  berberina  en  la  disolución  de  derivatización  fue  de  50  µg/ml.  La
proporción de los disolventes en las  mezclas se eligió en función de la  solubilidad de la
berberina y del  n-decano en las mismas: un porcentaje en volumen de THF mayor de 80
implicaría la insolubilidad de la berberina en la mezcla, y un porcentaje en volumen de MeOH
mayor de 30 implicaría la insolubilidad del n-decano.
La figura 4.12 representa las respuestas del n-decano en las cuatro mezclas MeOH/THF
en función del flujo de disolución derivatizante. Se observa en dicha figura picos negativos
que aparecen para la mezcla 20/80 a flujos de berberina mayores de 0.6 ml/min. 
Figura 4.12: Representación del area del decano, n-C10 frente al flujo de berberina,
utilizando  diferentes  mezclas  de  MeOH/THF  tanto  como  fase  móvil  como
disolvente  de  derivatización,  en  las  siguientes  condiciones:  concentración  de
berberina: 50µg/ml; flujo de fase móvil: 0.8ml/min; inyección de 20µl de decano
por triplicado; columna silica gel.
La  figura  4.13  muestra,  asimismo,  bajo  las  mismas  condiciones  del  resto  de  las
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variables,  los  cromatogramas  con  picos  positivos  para  la  mezcla  26/74
(Metanol/Tetrahidrofurano)  y  negativos  para  la  mezcla  20/80  (Metanol/Tetrahidrofurano).
Esta figura ilustra la importancia de la naturaleza del disolvente en la inversión del signo de la
fluorescencia.   
Figura  4.13:  Representación  de  los  cromatogramas  correspondientes  a  la
inyección  por  triplicado  de  20  µl  de  n-decano,  variando  únicamente  la
composición del disolvente, en el primer caso 20/80 (v/v) de MeOH/THF y en el
segundo 26/74 (v/v) de MeOH/THF. Columna silica gel.
Un segundo ejemplo ilustra también esta inversión del signo/magnitud de los picos con
la naturaleza de los disolventes empleados y con la variación relativa de los flujos de fase
móvil y disolución derivatizante (manteniendo constante el flujo total a 1 ml/min), en el caso
de la serie de los n-alcoholes (metanol, etanol, propanol, butanol, octanol y decanol).
Antes de entrar en detallar esta inversión, la figura 4.14 muestra cómo es la respuesta de
estos  alcoholes  detectados  con berberina  mediante  un  experimento  en  flujo  (sin  columna
cromatográfica), en DCM*. En las condiciones reseñadas en dicha figura, la respuesta del
metanol en DCM* fue negativa y la mayor en valor absoluto de entre los alcoholes de la serie.
Las respuestas, negativas, disminuyen progresivamente en este sistema al aumentar el número
de átomos de carbono del alcohol. A partir del n-pentanol se obtuvo ya una respuesta positiva.
-290000
-289000
-288000
-287000
-286000
-285000
-284000
0 1 2 3 4 5
Tiempo (min)
In
te
ns
id
ad
 fl
uo
re
sc
en
ci
a
20/80 MeOH/THF (V/V) pico negativo
26/74 MeOH/THF (V/V) pico positivo
Nuevas sondas moleculares fluorescentes... Página 107
Figura 4.14: Cromatograma correspondiente a la inyección de una serie de
alcoholes (metanol-decanol) utilizando DCM como fase móvil (0.3ml/min) y
como derivatizante berberina/DCM* 200µg/ml (0.8ml/min). Sin columna.
A continuación se detalla en las figuras 4.15, 4.16, 4.17, 4.18 y 4.19, el efecto de los
disolventes:  MeOH,  MeOH/agua  (70:30,v:v),  ACN/agua  (70:30,v:v),  EtOH,  y  ACN,
utilizados cada uno conjuntamente como fase móvil y disolvente de derivatización.
Figura 4.16: Cromatogramas correspondientes a 
la inyección de una serie de alcoholes puros (20µl) 
utilizando como fase móvil MeOH y como 
derivatizante berberina/MeOH (200µg/ml) 
variando ambos flujos de forma que el flujo total 
permanezca constante (1ml/min)
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Figura 4.18: Cromatogramas correspondientes a 
la inyección de una serie de alcoholes puros (20µl) 
utilizando como fase móvil ACN:H2O (70:30) y 
como derivatizante berberina/ACN:H2O (70:30)
(200µg/ml) variando ambos flujos de forma que el 
flujo total permanezca constante (1ml/min)
Figura 4.17: Cromatogramas correspondientes a
la inyección de una serie de alcoholes puros (20µl)
utilizando como fase móvil MeOH:H2O (70:30)
y como derivatizante berberina/MeOH:H2O
(70:30) (200µg/ml) variando los flujos de forma
que el flujo sea siempre de 1ml/min
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Figura 4.19: Cromatogramas correspondientes 
a la inyección de una serie de alcoholes puros
(20µl) utilizando como fase móvil etanol y 
como derivatizante berberina/etanol 
(200µg/ml) variando los flujos de forma que 
el flujo total sea siempre de 1ml/min
Figura 4.20: Cromatogramas correspondientes a 
la inyección de una serie de alcoholes puros (20µl)
utilizando como fase móvil acetonitrilo y como 
derivatizante berberina/acetonitrilo (200µg/ml)
variando los flujos de forma que el flujo total
permanezca constante (1ml/min)
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Como se observa en las figuras anteriores, a iguales condiciones de flujo, la magnitud
de los picos se ve ya influenciada por el disolvente empleado. La señal de los picos, en valor
absoluto, es menor cuando se utilizan disolventes acuosos que cuando se usan disolventes
orgánicos. El efecto del agua queda claro en la disminución del valor absoluto de la señal al
comparar, en las mismas condiciones, las magnitudes de los picos en ACN y ACN/agua, y en
el caso de MeOH y MeOH/agua. Esto ocurre para las tres condiciones de flujo estudiadas en
cada caso.
En general, como pdemos observar en la figura4.21, parece haber unarelcióntre la constante diléctria del disolvente (?) yelvalor de la señal deospicos:
a  mayor   ?  ,  menor área. En todos  los  casos se ha utilizado  tanto  como fase móvil como  disolución de derivatización  el  mismo disolvente,  en  las  condiciones señaladas
en la figura.
Figura 4.21: Representación del area de los alcoholes metanol, etanol y propanol
inyectados puros (20µl), por triplicado, utilizando como fase móvil (0.4ml/min) los
disolventes  señalados  en  la  figura  así  como  disolución  de  derivatización
(200µg/ml) (0.6ml/min).
Otro efecto del disolvente  el siguiente: cuandoseusan disolventes acuos(ode alta ?),  todas lasseñales de los alcoholes sonpsitivas. Por el contrario, al
utilizar  disolventes de menor ?,  la  señal  del metanol presenta  un  valor negativo y  esta  señal  negativa parece tener  tendencia a ser mayor en  valor  absoluto, en líneas
generales, al disminuir la?  del disolvente (comparn el cromatograma deDCM*). 
La Tabla 4.2. muestra losvalores de  ?   para losdiolventes empleados.
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Disolvente Constante dieléctrica (? )
Diclorometano 8.93
Metanol 24.55
Etanol 32.66
Acetonitrilo 35.94
Metanol:Agua (70:30) 46.37
Acetonitrilo:Agua (70:30) 48.66
Agua 78.36
*Los cálculos realizados pralobtención de la constante diléctria(?) en el caso de mezclas seencuentra n el anexo A-IX.
Aparte  del  valor absolut de  la  señal,  el  valor de  ?   de los  disolventes también parece  condicionar el crecimiento  de  la  respuesta fluorescente  con
el número de átomos decarbono: mayores valoresde?  conllevan menores aumentos de respuesta condagrupo -CH2-.
Para un disolvente dado, el aumento relativo del flujo de disolución derivatizante parece
producir un ligero aumento de la señal. En todo caso, al aumentar dicho flujo se aprecia una
“positivización” del pico del metanol. 
Un tercer ejemplo es el de la influencia del flujo de disolución derivatizante, para una
concentración dada de berberina, en la señal del n-heptano obtenida en triclorotrifluoroetano*
(figura 4.22; ver condiciones en el pie de figura). Al disminuir progresivamente el flujo desde
0.6 a 0.2 ml/min, el área cromatográfica positiva va disminuyendo, hasta que a un flujo de 0.1
ml/min el pico se convierte en negativo.
Podemos concluir pues, que la polaridad del medio puede ser controlada con la elección
del disolvente y que tanto la magnitud del área como el signo de la fluorescencia pueden ser
“modulados”  con  una  cuidadosa  selección  de  las  variables  que  influyen  en  la  respuesta
fluorescente.
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Figura 4.22: Cromatograma en el que se representa la intensidad de fluorescencia obtenida al inyectar
por triplicado 20  µl de  n-heptano, n-C7 puro por triplicado dejando fijo el flujo de fase móvil, DCM
(0.6ml/min) y variando el flujo de derivatizante, berberina/C2Cl3F3* (100 µg/ml). Sin columna.
4.3.2.2. Otros efectos a considerar en la respuesta fluorescente
La  mezcla  entre  la  fase  móvil  y  la  disolución  de  derivatización,  y  la  consiguiente
interacción entre la berberina y el disolvente, se produce rápidamente, de tal modo que al
detector  le  llega  una  línea  base  estable.  Posteriormente,  la  consiguiente  inyección  de  un
analito producirá una variación en la fluorescencia respecto a esa línea base. Sin embargo,
todo lo que produzca una variación en la concentración de las entidades químicas que dan
lugar a la línea base también producirá señales en el cromatograma resultante. Por ejemplo, si
la  línea  base  está  formada  por  berberina  y  metanol  y  como analito  se  inyecta  el  propio
metanol, éste producirá un pico cromatográfico (siempre que haya un exceso de berberina
para poder interaccionar con esa molécula). Así, en la figura 4.16 se observa que el propio
metanol  puede  ser  detectado  en  el  sistema  berberina-metanol  como  un  pico  ligeramente
negativo.
En este trabajo, los analitos líquidos fueron inyectados puros a fin de evitar problemas
de interpretación de las respuestas, debidos a los disolventes. A la hora de inyectar analitos
disueltos hay que tener en cuenta la fluorescencia inducida por este disolvente, puesto que el
aumento (o la disminución) de la fluorescencia respecto de la línea base vendrá dado por la
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interacción  sonda-analito  más  la  interacción  sonda-disolvente.  La  emisión  debida  a  este
disolvente  puede ser  sustraída  o  incluso  utilizada  en  la  señal  puesto  que,  esto  mejora  la
sensibilidad de la detección.
4.4.  Ejemplos  del  interés  de  la  derivatización  en  HPLC  con  el  catión
berberina para el análisis de moléculas 
El interés del sistema de HPLC-berberina propuesto radica en que es posible, previa
selección de los  disolventes y  las  condiciones cromatográficas  y  de  detección adecuadas,
llevar a cabo el análisis de cualquier tipo de moléculas. Lógicamente, el mayor interés en su
aplicación  está  en  la  posibilidad  de  analizar  compuestos  no  fluorescentes.  Dado  que  la
detección  usando  berberina  no  interfiere  en  el  proceso  de  separación  cromatográfico  en
columna, es perfectamente posible utilizar cualquier tipo de fase estacionaria. A continuación
se presentan algunos ejemplos, de entre las variadas posibilidades de aplicación.
4.4.1. Hidrocarburos saturados y alcoholes
En los apartados anteriores de este capítulo se ha mostrado ya la posibilidad de detectar
hidrocarburos saturados y alcoholes en condiciones de HPLC-fluorescencia. Por ejemplo, la
figura  4.23,  muestra  la  recta  de calibrado realizada para el  análisis  cuantitativo de etanol
(analito) en MeOH (disolvente) en el sistema berberina y en las condiciones reseñadas en
dicha figura.
Figura  4.23:  Recta  de  calibrado  para  el
etanol  realizada  inyectando  por  triplicado
diferentes  cantidades  de  etanol,  con  una
columna  de  fase  reversa  ODS,  utilizando
como  fase  móvil  metanol  (0.7ml/min)  y
como  derivatizante  berberina/metanol
(200µg/ml) con un flujo de 0.3ml/min.
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Como  se  ha  mencionado  anteriormente,  hidrocarburos  saturados  y  alcoholes  son
moléculas que no presentan fluorescencia en las condiciones habituales de trabajo analítico.
4.4.2. Polímeros
Entre las moléculas para las que la técnica presenta potencial aplicación en condiciones
analíticas reales están los polímeros. El alto peso molecular de estas moléculas proporciona
una  buena  sensibilidad  de  la  detección  a  igualdad  de  las  demás  condiciones  analíticas.
Además,  la  respuesta  de  las  diferentes  familias  de  polímeros  dependerá  del  disolvente
utilizado  que,  lógicamente,  será  aquél  que  disuelva  completamente  el  polímero.  De  lo
explicado  en  los  apartados  anteriores  se  deduce  que  será  el  sistema  DCM* el  que
proporcionará  mejores  sensibilidades  para  los  polímeros  solubles  en  dicha  mezcla  de
disolventes.  La figura  4.24 muestra,  como ejemplo,  la  detección de un polímero,  PMMA
(polimetilmetacrilato) de peso molecular 4700 en DCM en condiciones diferentes. 
La detección con sondas como la berberina puede también aplicarse a otros polímeros
solubles en distintos disolventes.
Figura  4.24:  Cromatograma
correspondiente  a  la  inyección  de
diferentes  diluciones  de  PMMA4700,  el
primer  pico  corresponde  a  una
concentración  de  2mg/ml,  utilizando
como  fase  móvil  DCM (0.8ml/min)  y
como  derivatizante  berberina/DCM*
(200µg/ml)  con  un  flujo  de  0.5ml/min.
Sin columna.
Las muestras reales de polímeros suelen contener una mezclas de diferentes oligómeros
del mismo polímero. El análisis de interés en estos casos es la determinación de curvas de
distribución de tamaño molecular. Esto se lleva a cabo, en equipos de HPLC, con columnas
de  SEC  (Size  Exclusion  Chromatography).  La  elución  se  realiza  en  régimen  isocrático
(normalmente, en el disolvente que disuelve al polímero). La detección se realiza mediante
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detección por  índice  de refracción,  sistema que presenta numerosos problemas técnicos y
permite procesar pocas muestras por día debido a la dificultad de su estabilización.
El uso conjunto de las columnas de SEC y de las sondas propuestas en este trabajo
podrían permitir llevar a cabo un análisis más rápido, eficaz y sensible de polímeros de cara a
determinar las distribuciones de peso molecular. El régimen isocrático usado en SEC y la
similar naturaleza de las moléculas que componen la mezcla (que proporcionarían respuestas
homogéneas) favorecerían la aplicación de la técnica propuesta. Aunque se puede pensar que,
a igualdad de condiciones cromatográficas y de detección,  la respuesta de la mezcla va a
depender del tamaño molecular de los oligómeros, esto debe ser verificado para cada tipo de
polímero. Hay que destacar que, en lo que los miembros del equipo de investigación conocen,
no existen sistemas descritos para detectar polímeros por fluorescencia. 
4.4.3. Otras moléculas
Las figuras 4.25, 4.26, 4.27 muestran algunos ejemplos, de entre los muchos posibles,
de aplicación de la técnica propuesta al análisis de moléculas de interés. Se ha pretendido con
ello ilustrar la viabilidad de la detección de compuestos de naturaleza química muy diferente,
en  distintos  medios,  aunque  la  detección  no  esté  optimizada  en  estos  casos.  Los  picos
representados  en  las  figuras  han  sido  obtenidos  en  flujo,  sin  utilizar  columnas
cromatográficas.
 
En la figura 4.25 se presenta la respuesta de biomoléculas tales como cisteina y ácido
ascórbico,  utilizando  como  fase  móvil  y  como  solvente  del  derivatizante  una  disolución
acuosa de KH2PO4 (25mM, pH=2.5). Como ya se ha comentado, el medio acuoso representa
la peor opción entre las posibles para llevar a cabo una detección con el sistema propuesto,
puesto que conduce a bajas áreas de pico, sensibilidades y pendientes Area-concentración.
Aún así, vemos que es técnicamente posible detectar moléculas en medios tamponados.
 
En la  figura  4.26  se  muestra  la  detección,  usando el  sistema propuesto de  diversos
compuestos  inorgánicos  en  medio  acuoso,  en  concreto  nitrato  potásico  (KNO3),  acetato
potásico (KAc) y nitrato sódico (NaNO3). A pesar de las ya mencionadas limitaciones del
medio acuoso, es posible llevar a cabo la detección de los compuestos mencionados.
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La  figura  4.27  muestra  la  detección  de  los  ácidos   m-tóluico  y  p-tóluico  usando
ACN:H2O (50:50, v:v)  como fase móvil  y como solvente de derivatización. Este ejemplo
ilustra la posibilidad de uso de la técnica en condiciones de fase reversa para la detección de
compuestos orgánicos.
Figura  4.25: Cromatograma
correspondiente  a  la  inyección  por
triplicado  de  dos  concentraciones  de
cisteina, dos concentraciones de ácido
ascórbico y H2O utilizando como fase
móvil  una  disolución  acuosa  de
KH2PO4 (25mM,  pH=2.5)
(0.5ml/min)  y  como  derivatizante
berberina/ KH2PO4 (0.5ml/min).
Figura  4.26:  Cromatograma
correspondiente a la inyección de las
cantidades  que  se  indican  de  nitrato
potásico  (KNO3),  acetato  potásico
(KAc)  y  nitrato  sódico  utilizando
como fase móvil H2O  (0.3ml/min) y
como  derivatizante  berberina/H2O
(0.7ml/min)
Figura  4.27:  Cromatograma
correspondiente  a  la  inyección  por
triplicado  de  dos  concentraciones  de
m-toluico y dos concentraciones de p-
toluico  utilizando  como  fase  móvil
ACN:H2O (50:50, v:v) (0.3ml/min) y
como derivatizante berberina/ ACN:
H2O (50:50, v:v) (0.7ml/min)
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   4.4.4. Azúcares
El uso de esta técnica permite la detección de azúcares si bien la sensibilidad, la recta
Area-masa  y  la  relación  señal-ruido  obtenidas  en  los  cromatogramas  no  son  las  más
adecuadas, por tener que usarse medio acuosos en la elución cromatográfica. La figura 4.28
muestra  cromatogramas  de  fructosa  y  la figura  4.29 muestra  datos  Area-masa
correspondientes a la inyección de fructosa. Dichos ensayos también han sido realizados con
sacarosa y glucosa obteniéndose rectas de regresión similares. 
Figura  4.28:  Cromatograma
correspondiente  a  la  inyección  de  dos
cantidades diferentes de fructosa disuelta
en  ACN/agua  (70:30,  v:v),  utilizando
como fase móvil ACN/agua (70:30, v:v)
con  un  flujo  de  0.9ml/min  y  como
derivatizante  berberina  disuelta  en
ACN:agua  (70:30,  v:v)  (200µg/ml)  con
un flujo de 0.4ml/min. Sin columna.
Figura 4.29: Recta de calibrado para la
fructosa en la que hemos representado el
valor  absoluto del  área de los  picos de
fructosa  frente  a  la  masa  de  fructosa
inyectada. Las condiciones en las que se
ha realizado son las  mencionadas en la
gráfica anterior.
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4.5. Particularidades y ejemplos analíticos de la derivatización en HPLC
con  la betaína de Reichardt
Como se ha visto en los apartados anteriores, el catión berberina se puede usar como
agente  de  derivatización  muy  general  en  HPLC  para  la  detección  de  diversos  analitos,
incluidos aquéllos que no presentan fluorescencia. Los resultados experimentales y la teoría
propuesta nos permiten sugerir la posibilidad de una detección universal de analitos.
El correcto uso de tal  sonda en HPLC depende de la selección de las diferentes variables
cromatográficas y de detección fluorescente que intervienen en el fenómeno descrito. Este
capítulo se ha dedicado por el momento exclusivamente a la aplicación del catión berberina a
un sistema HPLC dado que se conoce con más detalle el mecanismo de fluorescencia de esta
molécula y  su comportamiento en fluorescencia  estática.  Sin embargo,  es  posible  adaptar
otras sondas a los sistemas de HPLC. 
En  el  capítulo  3  se  ha  propuesto  la  betaína  de  Reichardt  como sonda  fluorescente.
Aunque ésta  puede usarse de  modo similar  a  la  berberina,  presenta sin  embargo algunas
características  particulares.  Por  un  lado,  se  trata  de  una  sonda  que  proporciona  bajas
intensidades de fluorescencia. Su espectro de fluorescencia estática es complejo y, no hemos
trabajado  a  la  longitud  de  onda  de  excitación  más  sensible.  En  efecto,  la  elección  de  la
longitud de onda de excitación se realizó en base a los experimentos de Capa Fina y fueron
previos al estudio de las λ
exc 
en medio liquido. Es de esperar que a λ
exc
=260 nm mejore algo la
sensibilidad de la detección. Así, la betaína de Reichardt puede usarse de modo muy similar,
casi alternativo al del catión berberina, aunque con menos intensidad de emisión, mediante
excitación a 300 nm.
La sensibilidad inferior en el caso de la betaína de Reichardt puede deberse a que la
interacción  dipolo-dipolo  inducido  (caso  de  la  betaína  de  Reichardt)  produce  menores
rendimientos cuánticos que la ion-dipolo inducido (caso de la berberina), como se ha visto en
el capítulo 3. Sin embargo,  aunque menos sensible, el uso de la betaína de Reichardt puede
ser en ocasiones beneficioso respecto al de la berberina. Por ejemplo, el uso de berberina con
DCM o DCM* presenta tan alta sensibilidad que, en algunos casos produce una saturación de
los picos del cromatograma incluso trabajando a concentraciones del orden de 25 µg/ml. En
estas ocasiones, la betaína de Reichardt ha permitido obtener picos dentro de escala.
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Otra diferencia con la aplicación de la berberina en HPLC es el de la solubilidad en
disolventes. Dado que la betaína es muy soluble en DCM, no ha sido preciso mezclar este
disolvente con MeOH. Por otra parte,  la  insolubilidad de la betaína en agua hace que su
utilización  se  vea  impedida  en  el  caso  de  compuestos  inorgánicos  que  son  únicamente
solubles en agua y, por tanto, no podamos hablar estrictamente de detección universal. Sin
embargo,  la  interacción  dipolo-dipolo  inducido  presenta  esta  potencialidad.  Sería  preciso
ampliar los experimentos usando betaínas funcionalizadas para ver si es posible llevar a cabo
una detección en medio acuoso.
Se presentan en las figuras 4.30 y 4.31 ejemplos en la detección de diferentes analitos
tales como alcanos y alcoholes en distintos sistemas de elución y condiciones. Los ensayos
han sido realizados en flujo, sin columna cromatográfica.
Figura 4.30: Cromatogramas correspondientes
a  una  serie  de  alcoholes  (metanol-decanol)
puros (20µl) utilizando como fase móvil DCM
y como derivatizante betaina/DCM (200µg/ml)
con los flujos señalados en la figura.
Figura 4.31: Cromatogramas correspondientes
a la inyección de diferentes concentraciones de
n-hexadecano  (n-C16)  tanto  puro  (20µl)  como
diversas  diluciones  señaladas  en  la  figura,
utilizando  como  fase  móvil  DCM  y  como
derivatizante  betaina/DCM  (200µg/ml)  a  los
flujos señalados en la figura.
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En las figuras 4.32 y 4.33 mostramos ejemplos de la detección de diferentes polímeros,
un polimetilmetacrilato (PMMA) de peso molecular 685000 (figura 4.32) y un poliestireno
(PS) de peso molecular 3220000 (figura 4.33) dada la importancia que tiene la detección de
estos compuestos mediante un sistema diferente a los utilizados hasta ahora (ver 4.4.2). 
Figura  4.32:  Cromatograma
correspondiente a la inyección de un
polimetilmetacrilato,  PMMA685000
previamente  disuelto  en  DCM,
utilizando  como  fase  móvil  DCM y
como  derivatizante  betaina/DCM
(25µg/ml)
Figura  4.33:  Cromatograma
correspondiente  a  la  inyección  por
cuadruplicado  de  un  poliestireno,
PS3220000  disuelto  en
diclorometano,  utilizando  como  fase
móvil  diclorometano  y  como
derivatizante betaina/DCM (25µg/ml)
Otra diferencia de la betaína de Reichardt con el catión berberina radica en el diferente
signo  de  la  fluorescencia  obtenida  para  algunos  compuestos  en  condiciones  de  trabajo
comparables (ver capítulo 3, apartado 3.2.2). 
 Experimentos para elucidar este punto están en curso.
CAPITULO  5:  APLICACIÓN  DE  LAS  SONDAS
MOLECULARES  PROPUESTAS  A  SISTEMAS  DE
CROMATOGRAFIA  EN  CAPA  FINA  DE  ALTA
EFICACIA (HPTLC) Y ELECTROFORESIS EN GEL
En este capítulo se expone la aplicación de las sondas berberina y betaína de Reichardt a
sistemas de Cromatografía en Capa Fina de Alta Eficacia (HPTLC) y de electroforesis en gel.
En el primero de los sistemas, se detallará la aplicación de la técnica propuesta para el caso de
un problema analítico en una matriz compleja y condiciones reales: el análisis composicional
de gasóleo. En el caso de la electroforesis, se detallará un ejemplo de la aplicación de las
sondas a la detección de ADN y proteínas.
5.1. Descripción del sistema HPTLC
El sistema de HPTLC utilizado consta de un aplicador automático de muestra, una cámara
horizontal de elución y un densitómetro de barrido (ultravioleta-visible y fluorescencia) en el
que se colocan las placas cromatográficas para su detección, con el correspondiente sistema
de adquisición y tratamiento de datos (1) (Anexo A-I). 
Las partes del sistema, más en detalle, son: 
• Fase estacionaria: 
Se han usado placas de HPTLC de silica gel en soporte de vidrio de 10 x 10 cm,
tamaño de partícula: 3-10 µm, tamaño de poro: 60 Å y 0.2 mm de espesor.
• Condiciones de impregnación de las sondas:
Las sondas son incorporadas al sistema mediante impregnación en las placas de silica
gel. Según la compatibilidad entre disolventes de elución y analito, las sondas pueden
ser  pre-impregnadas  o  post-impregnadas,  antes  o  después  del  desarrollo
cromatográfico, respectivamente.
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Berberina: Las placas de silica gel se impregnaron con una disolución de sulfato
de berberina en metanol (6 mg/100 ml) durante 20 segundos y se dejaron secar toda la
noche a 40 ºC.
Betaina: Las placas de silica gel se impregnaron con una disolución de betaína en
metanol (12 mg/100 ml) durante un minuto y se dejaron secar toda la noche a 40 ºC.
• Aplicación de la muestra:
Las muestras a aplicar en las placas de silica gel HPTLC se preparan mediante
disolución en DCM u otro disolvente apropiado. Para la aplicación de la muestra se usa
un equipo Linomat  IV  (figura  5.1).  Este  equipo permite  la  aplicación de  bandas a
densidad constante  mediante la nebulización de la muestra y evaporación simultánea
del  disolvente  utilizado,  usando  nitrógeno  como  gas  de  impulsión  (figura  5.2).  El
tamaño de las bandas fue de 2 mm y el espacio entre cada aplicación de 8 mm. La masa
aplicada en cada caso depende del analito a analizar.
Este  sistema  permite  una  mejor  detección  de  la  muestra  que  los  de  tipo
“autospotter”  (figura  5.2)  en  los  que  la  muestra  se  distribuye  de  manera  más
heterogénea. En estos últimos aplicadores, la elección del tamaño de haz resulta más
crítica a la hora de la detección.
Figura 5.1: Equipo Linomat IV utilizado para la aplicación de muestra
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Figura  5.2:  Esquema  de  la  aplicación  de  la  muestra  con  los  sistemas
Autospotter y Linomat
● Elución de las muestras:
Tras la aplicación de las muestras, el desarrollo de las placas se lleva a cabo en una
cámara de desarrollo horizontal como la que se muestra en la  figura 5.3. La elución
tiene lugar horizontalmente, lo que permite obtener una separación de picos más eficaz
evitando la fuerza de la gravedad. Además, permite la elución simultánea por ambos
lados de la placa, aumentando el número de muestras a analizar por placa. Este sistema
solo necesita 2 ml de disolvente para llevar a cabo la elución.
Figura 5.3: Esquema de la cámara de desarrollo horizontal utilizada. 1: Placa HPTLC,
2: Soportes, 3: Cubetas de disolvente, 4: Láminas de cristal, 5: cubierta, 6: Muelle.
(Fuente: Camag)
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Ese sistema resulta  más eficaz que la cámara convencional  de elución vertical  que
podemos  observar  en  la  figura  5.4  en  comparación  con  la  cámara  horizontal
anteriormente descrita.
             Figura 5.4: Cámaras de elución horizontal y vertical.
• Detección:
Un densitometro CS-9301 TLC de barrido se utilizó para la detección tanto en
fluorescencia como en ultravioleta (UV) (figuras 5.5a y 5.5b)
                                      Figura 5.5a: Equipo de detección utilizado
Para medidas en fluorescencia, en el caso de las placas impregnadas con berberina
las condiciones fueron: λ
exc
= 365 nm; tamaño de haz 0.4 x 0.4 mm en barridos lineales;
la emisión fluorescente se recoge entre 450 y 550 nm gracias a un filtro.
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Figura 5.5b: Densitometro CS9301 TLC de barrido visto desde el interior.
En el caso de las placas impregnadas con betaína, las condiciones fueron: λ
exc
= 300 nm;
tamaño de haz 0.4 x 0.4 mm en barridos lineales; la emisión fluorescente se recoge
entre 400-450 nm gracias a un filtro.
Para medidas en UV, en ambos casos las condiciones son λ
exc
= 250 nm y tamaño
de haz 0.4 x 0.4 mm con barridos lineales.
Tanto en el caso de fluorescencia como en el de barrido UV, los datos se linealizan con
el software asociado al equipo, según las ecuaciones de Kubelka-Munk (2).
5.2.  Aplicación  de  las  sondas  a  un  problema  analítico  en  una  matriz
compleja y condiciones reales
5.2.1. Descripción del problema: antecedentes y estado actual
Los  destilados  medios  del  petróleo  (p.  ej.,  gasóleo)  son  mezclas  muy  complejas  de
hidrocarburos  y  compuestos  relacionados,  principalmente  heterociclos,  que  varían  en
estructura  molecular,  funcionalidad  química,  tamaño  molecular  y  polaridad  (3,4).  La
separación individual de todos los componentes de un gasóleo resulta inviable en la práctica
(3). Por otra parte, dado que son las familias químicas más que los compuestos individuales
quienes determinan las propiedades de un combustible, el análisis más clásico en la industria
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petroquímica es la determinación de los diferentes grupos de hidrocarburos (HTA) (3). Este
análisis permite determinar la calidad del gasóleo, evaluar las variables de cara a los procesos
de conversión,  elucidar  mecanismos de reacción y cinéticas,  así  como obtener  datos para
prever la procesabilidad de un combustible. 
Entre los distintos tipos de hidrocarburos a analizar en un gasóleo, hay dos tipos de ellos
que presentan especial interés: los naftenos y los compuestos aromáticos policíclicos (PACs).
En el primer caso, los naftenos (cicloalcanos) están relacionados con el  índice de cetano,
parámetro para evaluar el comportamiento del gasóleo. No existen hasta el momento métodos
estandarizados fiables para la separación y determinación de esta familia química (5). Por otro
lado,  los  compuestos  aromáticos  policíclicos  (PACs)  presentan  especial  importancia  en
relación  con  el  desarrollo  de  procesos  de  hidrotratamiento  (como  por  ejemplo
hidrodesulfuracion,  HDS) y con los nuevos requerimientos medioambientales que deberán
entrar en vigor en el 2005 en la Unión Europea. En esta fecha la concentración de PACs en el
gasoil debe ser menor del 5% en peso. 
La  técnica estándar  actual  para la  determinación de estos  compuestos  está  basada  en
HPLC utilizando como fase estacionaria aminosilano y como detector índice de refracción
(RI)  (6).  Sin  embargo,  esta  técnica  presenta  ciertas  limitaciones.  Por  un  lado,  su  baja
sensibilidad que no permite alcanzar el nivel de detección requerido. Por otro, la detección RI
presenta serias limitaciones técnicas: coleo de picos, dificultad de la estabilización de la línea
base, etc... Otro gran inconveniente es que la determinación de los hidrocarburos saturados
(otra familia química de interés) no se lleva a cabo directamente, sino por diferencia tras la
determinación de todos los aromáticos.
Ante los problemas presentados por esta técnica,  nuestro objetivo ha sido desde hace
algún tiempo desarrollar  metodologías  analíticas  basadas  en Cromatografía  en Capa Fina,
técnica especialmente bien adaptada al análisis de muestras complejas y “sucias”, es decir,
con analitos muy polares y/o de alto peso molecular, que quedan irreversiblemente adsorbidos
en las fases estacionarias. 
A  continuación,  y  antes  de  explicar  los  objetivos  concretos  de  nuestro  trabajo,
justificaremos de  modo breve  la  adecuación de  la  técnica  de  TLC, en general,  y  para el
problema que nos ocupa.
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Gracias  a  los  progresos  en  el  desarrollo  de  fases  estacionarias  más  eficaces,
instrumentación, y sistemas de adquisición y tratamiento de datos, la TLC es, en la actualidad,
una  técnica  madura  que  complementa  a  la  de  HPLC.  Sirvan  como ejemplos  de  entre  la
bibliografía que muestra la evolución de la técnica los trabajos de Fried y Sherma (7), Sherma
y Fried (8), Nurok (9) y Poole (10). 
La técnica de TLC está particularmente bien adaptada al análisis de sistemas complejos.
Su acoplamiento con la densitometría UV y fluorescente ofrece la posibilidad de detectar
todos  los  picos desarrollados,  incluidos aquéllos que  se quedan retenidos,  por  su elevada
polaridad y/o peso molecular, en el punto de aplicación. La densitometría de TLC presenta
otras ventajas como el análisis de un elevado número de muestras, el desarrollo simultáneo de
muestras  y  estándares,  y  la  posibilidad  de  realizar  barridos  de  la  misma  muestra  bajo
condiciones diferentes. 
Esta técnica no había sido aplicada al análisis de los hidrocarburos del petróleo debido a
que  bajo  las  condiciones  analíticas  usuales  los  hidrocarburos  saturados  no  presentaban
respuesta fluorescente ni ultravioleta (11).
5.2.2. Objetivo de nuestro trabajo
En trabajos anteriores (12-16) se logró detectar los hidrocarburos saturados de un gasóleo
mediante el uso del catión berberina como impregnante de las placas de TLC. Se desarrolló
un método para el análisis  sencillo de grupos de hidrocarburos, que incluía la detección y
determinación cuantitativa de: hidrocarburos saturados, aromáticos y polares (o no eluídos),
sin distinguir más familias o subfamilias de compuestos. El sistema utilizado constaba de:
aplicación con un autospotter y elución en una cámara vertical convencional. Asímismo, las
placas utilizadas no eran de alta eficacia, sino convencionales. 
En el presente trabajo nos planteamos desarrollar un conjunto de metodologías analíticas
rápidas,  fiables  y  cuantitativas  basadas  en  el  sistema TLC de  alta  eficacia  (HPTLC) con
fluorescencia (y UV) de barrido (descrito en el apartado 5.1.1) para un análisis más completo
de gasóleo, con el objetivo de obtener la mayor información posible sobre su composición, en
varias medidas simples (5, 17-21) .  
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Los métodos permiten:
a) la detección y determinación directa de los alcanos (hidrocarburos saturados no cíclicos)
b) la detección y determinación directa de los naftenos (cicloalcanos) de longitud de cadena
mayor que C16
c) la detección y determinación de los aromáticos totales
d) la detección selectiva y determinación de PACs con más de tres anillos
e) la separación cualitativa de aromáticos en función del número de anillos
La información derivada de la realización de  todas estas determinaciones permite tener
una descripción  bastante  completa  de la  composición  del  gasóleo  de  cara  a  su  calidad y
procesado en un tiempo razonable. Esta información sobre el gasóleo no hubiera sido posible
sin la aplicación de la berberina como sonda fluorescente.
Antes de comentar los métodos desarrollados que se refieren a la aplicación del catión
berberina, se explicarán las diferentes variables que influyen en la eficacia y en la sensibilidad
de la respuesta fluorescente con el sistema utilizado.
5.2.3. Variables que influyen en la respuesta fluorescente
En general, las variables que influyen, son:
• Fase estacionaria
El hecho de utilizar placas de HPTLC en lugar de placas de TLC, nos conduce a
un  incremento  en  la  sensibilidad  de  la  detección  así  como  en  la  eficacia  de  la
separación (17,21). Dichas diferencias podemos observarlas en las siguientes figuras en
las que representamos el cromatograma de 50 µg de un gasoil aplicado en las mismas
condiciones pero utilizando una placa de TLC (figura 5.6a) o de HPTLC (figura 5.6b).
En el primer caso (figura 5.6a) se muestra un único pico que corresponde a toda la
familia  de  hidrocarburos  saturados  del  gasoil.  En  el  segundo caso  (figura  5.6b)  se
separan 2 picos correspondientes a dos familias diferentes: el primer pico corresponde
a alcanos y el segundo a cicloalcanos (naftenos), como se explica en el apartado 5.2.4.3
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Figuras 5.6a y 5.6b: Cromatogramas correspondientes a la aplicación de la misma cantidad de gasoil
(50µg), posterior elución con n-hexano y detección por fluorescencia a 365nm, variando únicamente
el tipo de placa como se indica en cada caso.
• Cantidad de muestra aplicada
• Las condiciones de impregnación
Aquí están incluidas tanto la concentración de berberina/betaina como el tiempo
de  impregnación  puesto  que  modificando  dichas  variables,  podemos  modificar  la
sensibilidad del análisis sin alcanzar la saturación de la señal fluorescente. A mayor
concentración de berberina/betaina mayor  será la  sensibilidad pudiendo aumentar  o
bien la concentración de berberina/betaina o bien el tiempo de impregnación aunque
tiempos muy superiores a los especificados anteriormente no suponen ninguna mejora
en el análisis.
• El haz de barrido
Cuanto mayor es el haz de barrido menor es la sensibilidad. El haz debe cubrir una
parte sustancial, al menos dos tercios de la muestra, pero hay que tener en cuenta que
cuanto mayor es la longitud de desarrollo, mas ancho es el pico cromatografico. Por
otra parte, el uso de un aplicador de muestra a densidad constante hace que la elección
del tamaño de haz de barrido no sea tan crítica.
• Componentes del sistema cromatografico:
Todos los componentes del sistema cromatografico que tengan influencia sobre la
anchura  de  los  picos  condicionaran  la  respuesta,  la  precisión  y  la  sensibilidad  del
TLC HPTLC
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sistema  analítico.  El  hecho  de  utilizar  para  la  aplicación  de  la  muestra  el  equipo
Linomat permite la obtención de bandas finas con densidad constante puesto que el
disolvente es eliminado por nebulización. Esto permite obtener picos muy finos y de
este modo minimizar la longitud del desarrollo cromatografico. Dicho desarrollo, al
realizarse  en cámara de  elución horizontal,  nos  proporciona  una disminución en el
tiempo de separación y por tanto mayor rapidez de análisis y la posibilidad de usar un
único  disolvente  (n-hexano)  y  además,  en  menor  cantidad  (2  ml).  Todo  esto  nos
conduce a una mayor sensibilidad en la detección.
• Naturaleza de la sonda fluorescente
• Longitudes de onda de excitación y de emisión
• Masa del analito
• Estructura química y peso molecular del analito
Visto el  elevado numero de variables que influyen en la respuesta fluorescente y en la
precisión y sensibilidad del análisis,  es  necesario un compromiso entre ellas para obtener
adecuados rangos lineales de respuesta frente a concentración.
5.2.4. Métodos analíticos desarrollados para el análisis composicional de gasóleo
usando la sonda berberina
Los detalles de la investigación realizada y de las condiciones experimentales de todos
los métodos desarrollados se pueden encontrar en la bibliografía (21). Sólo se exponen aquí
los  métodos  relativos  a  la  aplicación  del  catión  berberina  como  sonda  fluorescente.  Sin
embargo, se presenta un breve resumen de todos los métodos desarrollados a fin de situar los
métodos de fluorescencia con berberina en el contexto general del esquema desarrollado para
el análisis de gasóleo. El valor práctico de estos métodos sería mucho menor si no se hubiesen
podido determinar las familias de alcanos y naftenos mediante la técnica propuesta. 
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El  conjunto  de  los  métodos  desarrollados  se  ha  utilizado  para  seguir  un  proceso  de
hidrodesulfuración catalítica (HDS) profunda de un gasóleo y sacar conclusiones mecanísticas
sobre  dicho  proceso  (5,20).  También  se  han  empleado  para  caracterizar  los  productos
derivados y estudiar las variables que influyen en el  proceso de copirólisis  de biomasa y
plásticos (19)
 Los métodos, resumidos en la figura 5.7, son:
a) la detección y determinación cuantitativa directa de los alcanos  y
b)  la  detección  y  determinación  cuantitativa  directa  de  los  naftenos  (cicloalcanos)  de
longitud de cadena mayor que C16
mediante fluorescencia inducida por berberina.  Este  método es una adaptación directa  del
método previamente desarrollado en un sistema TLC convencional para la determinación de
hidrocarburos saturados. El uso de un sistema HPTLC, mediante elución con  n-hexano, ha
permitido la ulterior separación entre alcanos y naftenos pesados, dentro de la familia de los
hidrocarburos saturados, y la consiguiente detección de ambos picos. Ambos métodos son
detallados en los apartados 5.2.4.1 a 5.2.4.4.
c) la detección y determinación cuantitativa directa de los aromáticos totales
se ha llevado a cabo mediante elución de una placa de silica gel con n-hexano y una segunda
elución con acetona para focalizar el pico ancho que se obtiene en la primera elución (figura
5.8). La detección se realiza por UV. Antes de aplicar la técnica al gasóleo, se estudió en
compuestos patrón puros que se encuentran en dicho producto (18,21)
d) la detección y determinación cuantitativa directa de PACs con más de tres anillos
se determinan usando placas HPTLC o bien de silica gel o bien de cafeína, elución con  n-
hexano y detección selectiva mediante fluorescencia nativa a 365 nm. Se estudió previamente
con  PACs  puros.  Mediante  esta  técnica  se  pueden  determinar  concentraciones  de  PACs
menores del 5 % en peso, como requiere la nueva norma de la UE (18,21)
e) la separación cualitativa de aromáticos en función del número de anillos
la  técnica desarrollada permite  la  separación,  con resolución a  línea base,  del  gasóleo en
mono+di-, tri-, y poliaromáticos con más de tres anillos, mediante una elución multietapas en
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una placa mixta (silica gel por una parte, e impregnada de cafeína por otra parte) usando un
sistema  de  contraelución  (realizado  por  nosotros  y  adaptado  al  sistema  de  HPTLC)  y
detección UV (18,21)
En los métodos cuantitativos a), b), c) y d), la calibración se realiza mediante el uso de
fracciones de las correspondientes familias, previamente aisladas utilizando el mismo sistema
de alta eficacia y placas preparativas de TLC (en algunos caso se pueden emplear también las
placas de escala analítica). Esta es la parte del análisis más lenta, si bien el uso del sistema
HPTLC  ha  incrementado  notablemente  la  velocidad  de  aislamiento  de  estas  fracciones
respecto al sistema convencional (21). 
Hay que resaltar  que todos los métodos desarrollados se llevan a cabo con el  mismo
equipamiento básico.
 
Figura 5.7: Esquema general del proceso seguido para el análisis
composicional del gasoil.
5.2.4.1. Separación de alcanos y naftenos
En primer lugar se lleva a cabo en una placa de HPTLC impregnada con berberina la
separación de saturados y aromáticos mediante la elución del gasoil aplicado con  n-hexano
durante 5 minutos. En la siguiente figura podemos observar el cromatograma que se obtiene
bajo diferentes condiciones de detección UV y fluorescente
Fluorescencia (mismas condiciones
que para fracción saturada)
Alcanos Naftenos Aromáticos totales PACs
Silicagel impregnada
con berberina
placas HPTLC
Silicagel impregnada
con cafeina
-5 minutos con n-hexano -5 minutos con n-hexano
-3 minutos con acetona  
-5 minutos con n-hexano
-1 minuto con acetona    
Silica gel
Condiciones cromatográficas
Densitometria de barrido
Fluorescencia inducida
por berberina UV a 254nm
GASOIL
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Figura 5.8:  Análisis  de  los  distintos  tipos  de  hidrocarburos  del  gasoil
mediante  HPTLC  (elución  con n-hexano).  A:  alcanos,  detectados  por
fluorescencia  inducida  por  berberina;  B:  cicloalcanos,  detectados  por
fluorescencia inducida por berberina; C: aromáticos, detectados por UV a
254nm.
Los  picos A y B se obtienen por detección por fluorescencia inducida por berberina,
previa excitación a 365 nm. El pico A corresponde a la familia de los alcanos (13). La
atribución  del  segundo  pico  no  es  inmediata.  En  el  apartado  5.2.4.3 justificaremos  la
atribución de dicho pico a  estructuras nafténicas pesadas.
5.2.4.2. Obtención de fracciones para identificación y cuantificación
Como se ha comentado previamente,  es preciso disponer de fracciones puras de los
picos separados a fin de realizar el análisis cuantitativo. También nos servirán para atribuir la
naturaleza química del pico B de la figura 5.8. 
En una placa de TLC preparativa (20 x 20cm, 2 mm de espesor, 5-25 µm de tamaño de
partícula y 60  Å de tamaño de poro) aplicamos el gasoil (100-500 mg) como una banda de
180 mm; después,  eluimos dicha placa  con  n-hexano (18 cm) en una  cámara  de  elución
vertical. Mediante la impregnación de una banda lateral de la placa con berberina y posterior
detección por fluorescencia podemos monitorizar la elución de los dos picos, A y B.
 Respuesta                       
Distancia de migración (mm)
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El punto de corte entre los picos A (alcanos) y B (supuestamente naftenos) se obtiene
por detección de los naftenos por UV a 210 nm ya que los alcanos no responden a dicha
longitud de onda.
Dado  el  solapamiento  existente  entre  los  picos  en  el  cromatograma  completo  del
gasóleo,  es  imposible  pretender  la  obtención  de  una  fracción  “pura”  (además,  a  escala
preparativa). De aquí que el objetivo sea obtener una fracción tal que reaplicada en la placa
HPTLC analítica proporcione las mismas características de retención y forma que el pico
original, estando lo menos contaminada posible tanto de alcanos como de aromáticos.
La pureza de dichas fracciones es comprobada mediante la aplicación de estas en placas
de  HPTLC  (escala  analítica)  impregnadas  con  berberina  y  detección  posterior  por
fluorescencia y UV. En el caso de las demás fracciones se sigue un procedimiento similar
variando las condiciones de impregnación y detección según la fracción del gasoil que se
quiera aislar (21).
5.2.4.3. Atribución de la naturaleza nafténicas
Varios experimentos nos han llevado a la conclusión de que el pico B, que se observa
justo después de los alcanos y antes de los aromáticos, (distancia de migración = 20 mm;
figura 5.8) es debido a estructuras nafténicas.
En primer lugar,  hay varias razones que se derivan del  cromatograma completo del
gasóleo.  Como  podemos  observar  en  la  figura  5.9,  el  pico  1  responde  en  fluorescencia
inducida por berberina pero no muestra respuesta UV a 250 nm. Además, dicha respuesta
aumenta  en UV a  210 nm (longitud de  onda de  absorción  típica cicloalcanos  como,  por
ejemplo, la decalina) (pico 2). En el gasoleo estudiado no hay olefinas (straigth-run gasoil)
Los datos de migración son coherentes con los anteriores: dicho pico es eluído justo
después que el pico menos retenido (alcanos) y antes de los aromáticos (pico 3 figura 5.9 y
pico C  figura 5.8). 
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Figura 5.9: Análisis de los distintos tipos de hidrocarburos del gasoil por HPTLC.
Detección por 1) fluorescencia inducida por berberina; 2) UV a 210nm y 3) UV a
254nm.
Además, existen otros datos que apoyan a los anteriores y que se derivan del análisis,
mediante GC-FID (5), 
1
H-RMN y LC-FTIR, de la fracción aislada por TLC preparativa. 
En el caso de GC-FID (5), aunque la fracción aislada no era totalmente pura, muestra que
los  picos  correspondiente  a  hidrocarburos  saturados  están  desplazados  hacia  tiempos  de
retención mayores en comparación con la  fracción de alcanos (figura 5.10).  Por datos de
destilación  simulada  (5),  el  primer  pico  nafténico  en  el  cromatograma  de  la  fracción
correspondería a una estructura C16.
Figura 5.10: Cromatogramas GC-FID de las fracciones previamente aisladas por TLC de alcanos y naftenos.
Respuesta       
Distancia de migración (mm)
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El  espectro  
1
H-RMN  de  la  fracción  aislada  presenta  picos  con  multiplicidades
consecuentes con estructuras de tipo cicloalcano.
Se  realizaron,  asimismo,  experimentos  en  los  que  el  gasóleo  completo  se  sometió  a
cromatografía líquida en columna de silica gel con detección (“off-line”) infrarroja de las
fracciones eluídas con  n-hexano. Se observó que, antes de la elución de los aromáticos, la
relación CH2 / CH3 aumentaba con el volumen del disolvente de elución.
Por otro lado, cuando la fracción aislada mediante TLC preparativa es aplicada en una
placa de HPLC impregnada con berberina, bajo las mismas condiciones analíticas que en el
caso del gasóleo completo, se obtiene un único pico a 20mm que es similar al que se observa
en el caso del gasóleo completo.
Estos datos nos hacen sugerir que el pico B de la  figura 5.8 corresponde a estructuras
nafténicas pesadas.
5.2.4.4. Determinación cuantitativa de alcanos y naftenos
La  determinación  cuantitativa  es  llevada  a  cabo  por  calibración  externa  usando  las
fracciones obtenidas por TLC preparativa. Dichos estándares externos junto con las muestras
se aplican en la misma placa de HPTLC, al menos por triplicado.
En la  siguiente  tabla  están  recogidos  los  datos  de  linealidad,  porcentajes,  límite  de
detección (LOD) y limite de cuantificación (LOQ) de las determinaciones realizadas con los
todos los métodos previamente mencionados.
Estándar Rango
(µg)
Pendiente/
Intersección
R
2
RSD%
(n> 4)
LOD
(µg)
LO
Q
(µg)
Alcanos 0.05-1.5 1163/744 0.9862 17 0.05 0.15
Naftenos 0.6-2.4 655/-89 0.9097 19 0.1 0.3
Aromáticos totales 0.1-2.0 873/89 0.9684 16 0.06 0.18
PACs 0.1-2.0 898/8 0.9970 16 0.07 0.25
Tabla 2: Parámetros para alcanos, cicloalcanos, aromáticos totales y PACs del gasoil.
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La sensibilidad del análisis usando el sistema HPTLC es mayor que cuando se utiliza el
de TLC convencional. Así, el intervalo de linealidad para los alcanos es de 0.05-1.5 ?g para
HPTLC y de 3-20 ?g en el caso de la TLC convencional. (13,17,21).
El  procedimiento  de  calibración  externa  fue  previamente  intervalidado  mediante  el
método  de  adición  de  estándar.  Así,  se  adicionó  una  cantidad  conocida  de  una  de  las
fracciones  aisladas  al  gasoil.  Los  detalles  pueden  ser  consultados  en  la  referencia
correspondiente (21).
Una  característica  del  análisis  de  alcanos  y  naftenos  es  que  la  gran  diferencia  de
concentración  entre  ambas  familias  en  en  el  gasóleo  hace  necesario  cuantificarlas  por
separado y no en el mismo cromatograma, ya que un pico nafténico cuantificable implica un
pico de alcanos que da saturación del detector.
La  determinación  de  naftenos  (método  b)  ha  sido  puesta  a  punto  usando  gasóleo
“straight-run”, libre de olefinas. En principio, es a estos gasóleos a los que se debería aplicar.
La presencia de olefinas puede interferir puesto que presentan una retención cromatográfica
similar a la de los cicloalcanos. Por el contrario, el método a) (determinación de alcanos), y
también los métodos c) y d), pueden ser aplicados a cualquier tipo de gasóleo.
A  diferencia  del  método  basado  en  HPLC-RI  (6),  el  método  expuesto,  basado  en
HPTLC, permite detectar directamente alcanos y naftenos.
5.2.5. Aplicación de la sonda betaína de Reichardt
Como se ha comentado en el capítulo 3, la betaína de Reichardt puede ser utilizada de
modo similar a la berberina. La intensidad de emisión de los picos es inferior, aunque, como
en  el  caso  de  la  berberina,  la  magnitud  de  la  señal  puede  ser  modificada  mediante  las
condiciones de impregnación de la placa de silica gel. 
Otra característica de la betaína es el diferente magnitud e incluso signo en la respuesta
fluorescente  que  produce  en  determinados  compuestos,  por  ejemplo,  los  aromáticos.  Las
figuras siguientes, muestran los cromatogramas HPTLC de un gasóleo, correspondientes a la
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utilización  de  berberina  (figura  5.11b)  y  betaína  de  Reichardt  (figura  5.11a).  Como  se
observa,  ambos cromatogramas son cualitativamente similares.  Ambos muestran los picos
correspondientes  a  alcanos,  naftenos  y  aromáticos.  Las  respuestas  de  los  picos  en
fluorescencia o en UV, a 210 y 254 nm, son cualitativamente similares. 
Sin embargo, se aprecian dos diferencias fundamentales:
– se observa una mayor respuesta relativa de los naftenos frente a los alcanos, así como
también parece haber una mayor separación entre ambos picos, en el caso de la betaína.
(Sin embargo no se pueden comparar las respuestas porque las cantidades aplicadas no
fueron las mismas).
– por otro lado, la diferencia más llamativa consiste en la respuesta negativa (frente a la
fluorescencia de la betaína) de los compuestos aromáticos
Figura 5.11a:  Análisis de los distintos
tipos  de  hidrocarburos  del  gasoil  por
HPTLC  impregnada  con  betaina
(40mg/100ml MeOH). Detección por 1)
fluorescencia inducida a 365nm; 2) UV
a 210nm y 3) UV a 254nm.
Figura 5.11b:  Análisis de los  distintos
tipos  de  hidrocarburos  del  gasoil  por
HPTLC  impreganada  con  berberina
(6mg/100ml  MeOH).  Detección por  1)
fluorescencia  inducida  por  berberina  a
365nm;  2)  UV  a  210nm  y  3)  UV  a
254nm.
Respuesta       
Distancia de migración (mm)
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5.3. Aplicación de la sonda berberina a un sistema de electroforesis en gel
Se detalla aquí un ejemplo que ilustra la viabilidad de aplicación de la sonda berberina a un
sistema de electroforesis en gel para el análisis de ADN y proteínas (figura 5.12).
La  preparación  del  experimento  se  realiza  de  modo  similar  a  los  experimentos
convencionales usando bromuro de etidio (22). Se puede realizar de dos modos:
– se prepara un gel de agarosa mediante la adición de agarosa (2 %) a agua; se hierve para
fundir la agarosa y, posteriormente, se enfría a 60 ºC, añadiendo entonces una disolución
del catión berberina en agua  (2 ?g/ml). Se deja gelificar en el correspondiente molde para
el experimento de electroforesis
– alternativamente,  se puede preparar primero el  gel sin usar berberina y, posteriormente
impregnar por inmersión el gel en una disolución de berberina en agua (2 ?g/ml).
La muestra a analizar se mezcla con una disolución de un colorante (azul de bromofenol) y
glicerina en proporción 1/5, respectivamente, y se carga en los pocillos de electroforesis. El
papel  de  la  glicerina  es  evitar  que  la  muestra  se  desborde del  pocillo  electroforético.  La
misión del colorante es la de indicar el frente de migración de los analitos al aplicar el campo
eléctrico.
              Figura 5.12: Gel de agarosa (2%) impregnado con berberina (2µg/ml)
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La figura 5.12 detalla las muestras a detectar en el experimento: ADN (1 ?g), aldolasa (40
?g), ovoalbúmina (40 ?g), quimotripsinógeno (40 ?g) y citocromo C (40 ?g). La electroforesis
tuvo lugar durante 30 minutos a 90 voltios. La excitación fluorescente se realiza mediante una
lámpara UV estándar (302 nm) y la detección se lleva a cabo en una cámara convencional de
visualización. 
En la figura 5.12 se observa una larga y oscura banda ancha, a la derecha de los pocillos,
que corresponde al colorante (frente de la migración electroforética). 
En lo referente a las intensidades de emisión, se observa las mayores intensidades para el
quimotripsinógeno y el ADN. La técnica parece especialmente sensible para el ADN teniendo
en cuenta la cantidad de masa inyectada (1 ?g).
La  aldolasa  presenta  una  emisión  débil.  Por  otro  lado,  el  citocromo  C,  fuertemente
cromóforo, parece proporcionar un “quenching” de fluorescencia. 
La  ovoalbúmina no parece  tener  respuesta,  ni  positiva  ni  negativa,  en  las  condiciones
experimentales  empleadas.  Hay  que  resaltar  que  no  se  han  optimizado  en  este  caso  las
condiciones de trabajo (masa de analito, concentración de berberina, etc...). Asímismo, no se
ha trabajado con la longitud de onda de excitación más adecuada (que sería 365 nm). A pesar
de  ésto,  la  figura  5.12  demuestra  que  es  factible  el  uso  de  berberina  en  la  técnica  de
electroforesis, con la ventaja añadida sobre el  bromuro de etidio de no ser un compuesto
tóxico. Asímismo, la berberina presenta la ventaja de ser muy soluble en agua y no presentar
fluorescencia en ella.
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Conclusiones generales
En esta Memoria se presentan las propiedades físico-químicas y aplicaciones analíticas de
varias  sondas  moleculares  fluorescentes,  que  están  basadas  fundamentalmente  en  las
variaciones  de  intensidad  de  emisión  de  varios  compuestos  pertenecientes  a  dos  familias
químicas  diferentes:  varios  fluoróforos  catiónicos  heterocíclicos  y  un  compuesto  de  tipo
betaína. 
En  general,  las  sondas  propuestas  son  muy  sensibles  a  la  polaridad  del  medio,
proporcionando información sobre el entorno químico en el que se encuentran. 
Como mecanismo general,  estas sondas experimentan variaciones en su intensidad de
emisión en presencia de cualquier otra molécula, ya sea analito o incluso disolvente. Cuando interaccionan con moléculas apolares se obtienen importantes aumentos en
la intensidad de emisión, debidos a interacciones de tipo ión-dipolo inducido o dipolo-dipolo inducido. Además, dichas moléculas disminuyen la constante dieléctrica
(?) del medio, locualtambién favorece un aumentode la intensidad deemisón.
Por  otro  lado,  su  interacción  con  moléculas  con  grados  crecientes  de  “polaridad”
proporciona  disminuciones  crecientes  de  la  intensidad  de  emisión  debido  a  una  mayor
contribución relativa de los procesos de desexcitación no radiativos. La emisión final depende
del balance entre procesos radiativos y no radiativos y está fundamentalmente condicionado
por la estructura y peso molecular del analito, aparte de factores tales como las relaciones de
solubilidad entre analito, disolvente y sonda.
Estas  sondas   presentan  como  característica  general  el  poder  detectar,  en  principio,
cualquier analito (carácter universal) ya que permiten detectar incluso aquéllos con los que el
sensor presenta interacciones muy débiles, de tipo dipolar.
Los fenómenos en los que se basan las sondas moleculares expuestas aquí no han sido
previamente descritos en la literatura. Se exponen las conclusiones a las que se ha llegado
para cada uno de los dos tipos de sonda propuestos.
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Sondas  moleculares  fluorescentes  con  estructura  de  fluoróforo  catiónico
heterocíclico
En este trabajo, hemos encontrado que cualquier analito induce variaciones (aumentos o
disminuciones) en la intensidad de emisión fluorescente del  catión berberina. Esto implica
que el catión berberina puede ser utilizado para la detección universal de analitos, ya sean fluorescentes o no, o de naturaleza orgánica o inorgánica. Este fenómeno
ocurre tanto en ausenciad disolvente como endislución y, las leyes quelorig n parece ser las mismas(di minución de ?, ycompetencia entre interaciones
ión-dipolo  inducido y  procesos  de  desexcitación)  en   ambos  medios,  si  bien  deben  ser
tratadas de modo diferente.
En ausencia de disolvente
En condiciones de ausencia de disolvente, el catión berberina produce o bien aumentos
(moléculas poco polares), o bien disminuciones (“quenching”) de la intensidad (moléculas
polares). La intensidad resultante será un balance entre los procesos radiativos y no radiativos
debidos a las características estructurales de las moléculas que interaccionan con el catión
berberina.  En  el  caso  de  los  hidrocarburos  saturados  (apolares)  se  puede  atribuir  la
fluorescencia  observada  exclusivamente  a  la  interacción  ión-dipolo  inducido,  puesto  que
cualquier otro tipo de interacción está minimizado. En el caso de las moléculas polares, la
explicación  del  fenómeno  dentro  de  la  teoría  propuesta  viene  por  un  aumento  de  las
desexcitaciones  debidas  al  aumento  de  la  contribución  de  procesos  no  radiativos  (p.ej.,
transferencia  de  energía,  etc...)  frente  a  los  radiativos,  producidos  por  interacciones  de
diversos  tipos,  incluidas  interacciones  específicas,  entre  el  catión  berberina  y  los
correspondientes analitos polares.
En disolución
El fenómeno ocurre también en disolución, tanto en presencia como en ausencia de
analito  añadido.  En  ausencia  de  analito  añadido,  la  intensidad  de  la  emisión  del  catión
berberina  es  también  sensible  al  disolvente  utilizado.  Así,  cuando  el  catión  berberina  se
disuelve en disolventes con los que no presenta interacciones específicas, su intensidad de
emisión cambia drásticamente (haciéndose máxima, entre los disolventes estudiados, para el
DCM y mínima, para el agua) sin modificarse tan apenas su longitud de onda de emisión. 
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En medio líquido, la intensidad de la fluorescencia emitida no presenta una variación
simple  con  la  constante  dieléctrica.  Partiendo  de  que  la  energía  de  solvatación  debe  ser
proporcional a la variación de intensidad de emisión producida, se propone en este trabajo una
expresión para el  cálculo de la variación de intensidad de emisión,  también basado en el
modelo  dipolo-en-una-esfera  de  Onsager,  a  través  del  modelo  mecanocuántico  de  Born-
Kirkwood-Onsager.
Los resultados de linealidad de variación de la fluorescencia del catión berberina frente
a la función de Onsager para los disolventes estudiados apuntan a que el modelo propuesto
puede servir para predecir las respuestas de este sistema. Sin embargo, en este apartado, los
estudios deben ser completados con más datos experimentales.
Es un hecho analíticamente interesante que el catión berberina no sea fluorescente en
disoluciones acuosas y altamente fluorescente en disolventes de baja constante dieléctrica. Por
otro lado, el catión berberina no es tóxico y es muy soluble en agua. Así, estos resultados y
algunos experimentos realizados con proteínas nos hacen pensar que podría utilizarse como
sonda de polaridad para, por ejemplo, permitirnos visualizar sólo regiones hidrofóbicas de
sistemas  biológicos  sin  interferencia  de  las  moléculas  de  berberina  no  fluorescentes  que
quedarían en el medio acuoso circundante. 
Sin  embargo,  la  principal  característica  de  la  fluorescencia  inducida  por  el  catión
berberina es  su carácter  universal,  como parece  sugerir  la  teoría  propuesta  y  los  ensayos
experimentales  realizados  sobre  múltiples  analítos,  ya  sean  fluorescentes  o  no,  de  muy
diferentes familias químicas. Como en el caso de los ensayos en ausencia de disolvente, la
intensidad de la emisión va a depender del balance entre procesos radiativos y no radiativos
debidos a los posibles fenómenos de “quenching”, o sea, va a depender de las interacciones
particulares berberina-analito, pero también de las interacciones berberina-disolvente. 
En medio líquido, los problemas de modelización de la intensidad de fluorescencia son
más complicados puesto que, aparte de las interacciones mencionadas, existen otros factores
de difícil control que pueden influir en la intensidad final de emisión, como la relación de
solubilidades tanto del catión berberina como del analito en determinados disolventes.
Hay que destacar la elevada intensidad de fluorescencia obtenida en el caso de analitos
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de alto peso molecular, tales como polímeros y biomoléculas. Este incremento en la respuesta
del  sistema  podría  deberse  al  mayor  número  de  moléculas  de  berberina  que  pueden
interaccionar con una única molécula de analito.
Fluoróforos catiónicos heterocíclicos distintos al catión berberina
Este tipo de fluorescencia no parece limitado al catión berberina, sino que presenta un
carácter más general.  Aunque la mayor parte del trabajo experimental desarrollado ha sido
realizada  utilizando  el  catión  berberina,  el  estudio  de  otras  sondas  con  estructura  de
fluoróforos catiónicos heterocíclicos (bromuro de etidio y azul de tetrazolio), a la luz de la
teoría propuesta, ha revelado que el carácter universal de la emisión de fluorescencia parece
ser  un  fenómeno  general  para  compuestos  con  la  mencionada  estructura.  En  general,  la
intensidad de fluorescencia obtenida ha sido mayor para el caso del catión berberina que para
el bromuro de etidio o el azul de tetrazolio. 
La betaína de Reichardt como sonda molecular fluorescente
La betaína de Reichardt, 2,6-difenil-4-(2,4,6-trifenil-N-piridinio)-fenolato, es usada desde
hace  tiempo  como  una  sonda  sensible  a  la  polaridad  del  medio  ya  que  su  espectro
ultravioleta/visible muestra un fuerte solvatocromismo, con grandes cambios en su longitud
de onda de absorción, según el medio en que se encuentre. Sin embargo, este compuesto no se
ha estudiado previamente como sonda fluorescente.
Fluorescencia de base de la betaína de Reichardt
Nuestros  resultados  indican  que  este  compuesto,  disuelto  en  disolventes  tales  como
DCM o MeOH, presenta una débil pero significativa emisión fluorescente nativa en la zona de
emisión entre 320 y 420 nm. En medio líquido, la longitud de onda de excitación de 260 nm
es la que proporciona una mayor sensibilidad. En DCM, la betaína de Reichardt presenta una
segunda zona de emisión entre 420 y 575 nm, la cual evoluciona con el tiempo. De cara a su
uso como sonda fluorescente, se ha optado por trabajar en la zona 320-420.
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Inducción de fluorescencia en ausencia de disolvente y en disolución
Aunque  esta  fluorescencia  no  es  muy  intensa,  la  adición  de  cualquier  analito
(incluyendo los no fluorescentes) parece inducir cambios en la intensidad del espectro de la
betaína de Reichardt, tanto en ausencia como en presencia de disolvente. Análogamente al
caso de la berberina, es posible detectar y cuantificar moléculas no fluorescentes, tales como
hidrocarburos saturados, entre otras moléculas ensayadas.
Mecanismo en ausencia de disolvente
El mecanismo de la inducción de fluorescencia por la betaína de Reichardt se ha estudiado en ausencia de disolvente. Así, se puede proponer un mecanismo similar
al postulado para elctiónberberina aunque considerando, aparte del fectodisminución de la?  delmedio, una interacción detipo
dipolo-dipolo  inducido entre  dos  moléculas  (betaína  y  analito)  que  poseen  un  momento
dipolar permanente. Este tipo de interacción sigue la ecuación de la interacción o inducción de
Debye. 
Los  resultados  obtenidos  sugieren  que  este  modelo  dipolo-dipolo  inducido  puede
explicar  los  resultados  cromatográficos  experimentales.  Asímismo,  la  dependencia  de  ?
respecto a r4 en el caso de la interacción ión-dipolo inducido (berberina), y respecto a r6 en el
caso dipolo-dipolo inducido (betaína)  puede explicar  que la  betaína de Reichardt  induzca
menores  intensidades  de  fluorescencia  a  la  misma  concentración.  La  variación  neta  de
intensidad dependerá de las interacciones particulares entre  cada analito y  la molécula de
betaína, así como de las condiciones de trabajo, y es diferente que la obtenida en el caso de la
berberina. 
Detección general de analitos
La variedad de analitos ensayada, así como la teoría propuesta nos hacen pensar que la
betaína de Reichardt se comporta como una sonda muy general en lo que a detección de
analitos se refiere, si bien con menos intensidad de emisión que el catión berberina. En el caso
de la betaína, matizaremos el término “detección universal” puesto que la aplicación de la
detección a muchos analitos inorgánicos topa con la dificultad de que la betaína de Reichardt
utilizada es muy poco soluble en agua.  
Utilización de las sondas en sistemas de separación 
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Ante  la  inexistencia  de  derivatizantes  universales  en  sistemas  cromatográficos,  se  ha
evaluado en este trabajo la posibilidad de utilizar las sondas fluorescentes descritas como
detectores  universales  en  diferentes  sistemas  analíticos  de  separación.  Se  ha  explorado
especialmente  la  posibilidad  de  detectar  analitos  no  fluorescentes  en  estos  sistemas.  A
continuación, se exponen los resultados obtenidos en su adaptación a sistemas de separación y
ejemplos de desarrollo de metodologías analíticas
Utilización  de  las  sondas  en  sistemas  de  cromatografía  líquida  de  alta
eficacia (HPLC)
En este capítulo se ha estudiado el acoplamiento de las sondas descritas a un sistema de
cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) con un detector convencional de fluorescencia,
con el fin de estudiar las condiciones de trabajo y evaluar la viabilidad de una detección
universal de analitos. 
Las variables que influyen en la respuesta fluorescente son: naturaleza de la fase móvil,
flujo HPLC de la fase móvil, naturaleza de la sonda fluorescente, naturaleza del disolvente de
derivatización, flujo HPLC de la disolución de derivatización (sonda disuelta en el disolvente de derivatización), concentración de sonda en la disolución de
derivatización, longitudes de onda de excitación y emisión y los parámetros propios de la detección fluorescente en HPLC
(? exc, ? em, aperturas de rendija, etc...), masa de analito inyectada, y estructura química y peso
molecular  del  analito.  En estos  sistemas  hay  que  evaluar  especialmente  la  posibilidad  de
interferencia  de  la  sonda  con  la  separación,  la  compatibilidad  de  la  sonda  con  la  fase
estacionaria, con los disolventes usados y con los propios analitos y el modo de incorporación
de la sonda al sistema (pre- o post-derivatización). 
La variable que más influye en la respuesta fluorescente en HPLC es la naturaleza del
eluyente utilizado (fase móvil + disolvente de derivatización). Ya la línea base obtenida con
cada eluyente presenta, de entrada, un nivel de fluorescencia diferente, el cual se hace “cero”
al registrar el cromatograma. Este nivel base de fluorescencia condiciona la magnitud de la señal, la relación señal-ruido y la pendiente respuesta-concentración, de las
ulteriores inyecciones deanalito. Los mayores nivls de fluorescencia delínea de base se dan elosluyentes de menores valoresd  ?  estudiados (DCM).El nivel
de fluorescencia másbajo(cercano a cero) sedausndo agua. Conforme aunta el valor de ?  paraeluyente o más porcentaje enagua tiene la mezcla, menornivel
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de fluorescencia se obtiene. 
Una característica peculiar de este sistema que le confiere versatilidad es que es posible
variar el área de los picos de analito e incluso cambiar el signo de los mismos modificando las
variables  del  sistema (en otras palabras,  la polaridad del  medio)  de forma controlada.  La
variable más importante para llevar esto a cabo es la naturaleza del eluyente utilizado. 
El  interés  del  sistema  de  HPLC-sonda  propuesto  radica  en  que  es  posible,  previa
selección de los  disolventes y  las  condiciones cromatográficas  y  de  detección adecuadas,
llevar a cabo el análisis de cualquier tipo de moléculas. El mayor interés en su aplicación está
en  la  posibilidad  de  analizar  compuestos  no  fluorescentes.  Se  presentan  ejemplos  de  la
detección de hidrocarburos saturados, alcoholes, polímeros y azúcares, entre otros analitos.
Entre  ellos,  el  sistema  parece  especialmente  adecuado  para  el  análisis  de  polímeros  por
Cromatografía de Exclusión Molecular.
Es perfectamente posible utilizar cualquier tipo de fase estacionaria. 
Utilización de las sondas en sistemas de Cromatografía en capa Fina de alta
eficacia (HPTLC)
Se ha estudiado la utilización de las sondas en el caso de un problema analítico en una
matriz compleja y condiciones reales: el análisis composicional de gasóleo.  El sistema de
HPTLC utilizado consta de un aplicador automático de muestra, una cámara horizontal de
elución  y  un  densitómetro  de  barrido  (ultravioleta-visible  y  fluorescencia).  Se  han
desarrollado un conjunto de metodologías analíticas rápidas, fiables y cuantitativas basadas en
dicho sistema con el objetivo de obtener la mayor información posible sobre su composición,
en varias medidas simples.  
De entre varias metodologías desarrolladas, dos de ellas tienen relación con el uso de las
sondas propuestas, y permiten:
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a) la detección y determinación directa de los alcanos (hidrocarburos saturados no cíclicos).
b) la detección y determinación directa de los naftenos (cicloalcanos) de longitud de cadena
mayor que C16.
El  uso de  un sistema HPTLC junto con la  aplicación de  las  sondas desarrolladas ha
permitido la separación y detección entre los alcanos y los naftenos en el gasóleo. Además, la
determinación  de  ambos  grupos  es  directa,  previa  calibración  con  patrón  externo,  y  no
indirecta, como en el caso de la norma estándar de análisis de gasóleo. 
Estas  determinaciones,  y  otras  relacionadas  con  la  determinación  de  aromáticos  por
fluorescencia nativa y ultravioleta, forman un conjunto de metodologías que permiten obtener
una descripción  bastante  completa  de la  composición  del  gasóleo  de  cara  a  su  calidad y
procesado, en un tiempo razonable. 
Aplicación de las sondas a la electroforesis en gel
En el caso de la electroforesis, se ha estudiado la aplicación de la sonda berberina a la
detección de ADN y proteínas, en condiciones estándar similares a las utilizadas cuando se
realizan experimentos convencionales con  bromuro de etidio.
Los resultados indican es factible el uso de berberina en la técnica de electroforesis. Las
ventajas añadidas sobre el  bromuro de etidio de no ser un compuesto tóxico,  de ser muy
soluble en agua y no presentar fluorescencia en ella, son particularmente interesantes en la
aplicación de esta técnica.
ANEXO
A-I Condiciones generales de los análisis por HPTLC
1. Preparación de las placas
Se usaron placas de HPTC de silicagel (Merck, Alemania) con soporte de vidrio de 10 x
10 cm con un tamaño de particula de 15 µm, un tamaño de poro de 60 Å y un espesor de 0.2
mm. Las placas impregnadas se preparan, en el caso de la berberina, sumergiendo una placa
normal en una  disolución de sulfato de  berberina (Sigma,  España)  en metanol  (Scharlau,
España) con concentraciones de 2-6 mg/100ml durante 20 segundos, y se seca a 40ºC durante
toda la noche. Y en el caso de la betaina, sumergiendo una placa en una disolución de betaina
(Sigma, España) en metanol con concentraciones de 12-50 mg/100ml durante un minuto, y se
seca durante toda la noche.
Se  utilizaron  también  placas  de  HPTLC impregnadas  con  azul  de  tetrazolio  (Sigma,
España) en metanol con concentraciones entre 12-50 mg/100ml y secadas durante toda la
noche. De la misma forma también se utilizaron placas de HPTLC impregnadas con bromuro
de etidio. 
2. Aplicación de la muestra
Para  la  aplicación  de  las  muestras  previamente  disueltas  en  diclorometano  (en  la
mayoría de los casos) o en el disolvente adecuado, se usó un equipo Linomat IV (Camag,
Suiza) que permite la aplicación de bandas a densidad constante mediante nebulización de la
muestra y evaporación simultánea del disolvente utilizado, usando N2 como gas de impulsión.
El  tamaño  de  las  bandas  utilizado  fue  de  2  mm y  la  separación  entre  cada  una  de  las
aplicaciones fue de 8 mm.
Página 154 Anexo
3. Elución de las muestras
Tras la aplicación de las muestras,  el desarrollo de las placas se lleva a cabo en una
cámara de desarrollo  horizontal,  lo  que permite  obtener  una separación de los picos mas
eficaz evitando la fuerza de la gravedad. La elución horizontal, también permite la elución
simultánea de bandas por ambos lados de la placa,  aumentando el número de muestras a
analizar. Este sistema solo necesita 2 ml de disolvente para llevar a cabo la elución.
4. Detección
Se  usa  un  densitómetro  de  barrido  CS-9301  TLC  (Schimadzu,  Japon).  Primero  se
realiza un barrido en la dirección perpendicular a la dirección de elución de la muestra para
establecer la posición de las fracciones separadas de las muestras. Una vez localizadas se
mide en la dirección de elución.
La manera de colocar las placas en el densitómetro hace que designe la posición (0,0) a
la esquina superior izquierda de la placa. Los barridos los realiza recorriendo la placa hacia
abajo, al o largo de la coordenada y. Por esto, la posición (en mm) de las distintas fracciones
separadas de las muestras es mayor para los picos menos eluídos.
Las medidas se realizan en fluorescencia con una lámpara de Xe y en UV con una
lampara de D2. Los densitogramas de fluorescencia se obtienen por barridos lineales de las
placas. El tamaño del haz a utilizar dependerá del tipo de muestra a analizar. En principio, en
barrido lineal, al menos dos tercios de la superficie de la muestra deberían ser cubiertos por el
haz  para  conseguir  una  adecuada  cuantificación.  Para  medidas  de  fluorescencia  las
condiciones generales para la berberina son  λexc=365 nm y tamaño de haz de barrido 0.4 x 0.4
en barridos lineales, la emisión fluorescente se recoge entre 450 y 550 nm gracias a un filtro.
Y para la betaina λexc= 300 nm y tamaño de haz de barrido 0.4 x 0.4 en barridos lineales. La
emisión fluorescente se recoge entre 400 y 450 nm gracias a un filtro. Para medidas en UV las
condiciones son en ambos casos, λexc=250 nm y tamaño de haz de barrido 0.4 x 0.4 mm con
barridos lineales.
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Tanto en el caso de la fluorescencia como en el del barrido UV, los datos se linealizan
con el software asociado al equipo, según las ecuaciones de Kubelka-Munk.
A-II Cálculo de las polarizabilidades de los alcanos
Para el cálculo de las polarizabilidades (α, en Amstrongs cúbicos, Å3) de varios n-alcanos
(n-C16,  n-C18,  n-C22,  n-C24 y  n-C30)  se  utilizó  la  ecuación  de  Clausius-Mossoti  (1)  que  se
muestra a continuación:
donde P es la polarizabilidad total.
En los casos en los que se dispone de la constante dieléctrica (ε) (2, 3), P se calculó de
acuerdo a la ecuación:
donde ν es el volumen molar. En los casos en los que no se disponía de ε,  P era sustituida
por Pe, (polarizabilidad electrónica) en la ecuación de Clausius-Mossoti (1). Ambos métodos
son equivalentes. Por ejemplo,  α= 22.90  Å3  para n-dodecano, usando Pe y  α= 22.78  Å3  ,
usando P. Pe para los hidrocarburos saturados estudiados , y los datos de ε  y ν se obtuvieron
en la base de datos “Thermodynamics Research Center” (4).
A-III Cálculo de las polarizabilidades de los alcoholes
Para el  calculo de la polarizabilidad de los alcoholes hemos utilizado las tablas TRC
Thermodynamic Tables (5) donde aparece el indice de refracción nD y la densidad puesto que
necesitamos calcular el indice de refracción molar mediante la siguiente formula:
Π
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A partir de esta ecuación la polarizabilidad, α, se obtiene con la siguiente ecuación:
Es frecuente expresar  α en Angstrom3, para ello puesto que tenemos  α en cm3.mol no
tenemos mas que dividir por el número de Avogadro y multiplicar por 1024.
Los datos obtenidos se encuentran recogidos en la siguiente tabla (tabla 1).
Refracción molar Polarizabilidad α
(cm3.mol-1) (cm3.mol-1)  (Angstrom3)
20ºC 25ºC 20ºC 25ºC 20ºC 25ºC
Decanol 49.97 49.97 11.93 11.93 19.81 19.81
Hexadecanol 77.71 77.77 18.55 18.57 30.8 30.83
Octadecanol 86.95 87.03 20.76 20.78 34.47 34.5
Eicosanol 96.23 96.31 22.97 22.99 38.14 38.17
Docosanol* 105.23 105.4 25.12 25.16 41.71 41.78
* El docosanol, no aparece en las tablas TRC, pero como hay datos de todos los alcoholes de
C10 a C18, y es fácil ver la tendencia y extrapolar, se pueden obtener sin problemas los valores
para C22.
A-IV Compuestos puros utilizados
Tanto la berberina (95+%), como la betaina (pura) que se han utilizado son de Sigma
Aldrich.
Se utilizaron n-alcanos (Fluka, Suiza) tanto en HPTLC como en HPLC: decano (n-C10,
99+ %); dodecano (n-C12, 99+ %); hexadecano (n-C16, 99+ %); octadecano (n-C18, 99+ %);
docosano (n-C22, 99+ %); tetracosano (n-C24, 99+ %); triacontano (n-C30, 99+ %).
Π
Π
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Los alcoholes utilizados como disolventes (metanol, diclorometano, etanol, acetonitrilo y
acetona)  eran  de  calidad  HPLC  (SDS,  Francia)  mientras  que  los  utilizados  para  los
experimentos  realizados  con  el  espectrofluorimetro  en  el  caso  de  la  betaína  (metanol  y
diclorometano) eran de calidad para espectroscopía uvasol (Merck, Suiza) y los inyectados
puros en el HPLC, (98+ %) (Fluka, Suiza).
Compuestos  poliaromáticos y  compuestos  azufrados  heterociclicos  como  acenafteno
(98+ %, Ferosa), dibenzotiofeno (98+ %, Avocado), pireno (98+ %, Jansen), coroneno (98+
%, Jansen), benzo(a)pireno (98+ %, Jansen).
Aminoácidos como: histidina (hidrófilo)(98.5+ %, Sigma), fenilalanina (98+ %, Sigma),
tirosina  (98+  %,  Sigma)  y  prolina  (99+  %,  Sigma)  (hidrófobos)  y  proteínas tales  como
ovoalbumina (98+ %, Sigma), trombina (Sigma), quimotripsinógeno, citocromo C y aldolasa.
Compuestos polares como la rifampicina (95+ %, Sigma) y el tocoferol (98+ %, Sigma).
Compuestos  de  baja  polaridad como  geraniol  (98+  %,  Sigma),  poliestireno,
polimetilmetacrilato (Waters), oxidos de polietileno y el dimetiltereftalato.
ADN circular (5000-7000 pares de bases).
Azucares tales como fructosa, sacarosa y glucosa (99+ %, Panreac).
A-V Muestras de gasóleo
Los  destilados  medios  utilizados  provienen  de  un  gasóleo  del  Instituto  de  Catálisis
(CNRS, Villeurbanne, Francia).
También se uso en gasóleo ligero (LCO) de CEPSA (Madrid, España) para comprobar los
datos obtenidos tras la determinación del contenido aromático.
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A-VI Preparativa
Se utilizó como principio para la separación de las distintas familias del gasoil: Alcanos,
Cicloalcanos, Aromáticos totales y PACs. Se usaron placas de PTLC con soporte de vidrio 20
x 20, 2 mm de espesor, tamaño de particula 2-25 µm y tamaño de poro 60Å).
La aplicación se realiza con el Linomat situando a unos 2 cm de la base de la placa una
banda de 180 mm cubriendo toda la anchura de la placa. Después de al aplicación se eluye
con hexano hasta el final de la placa en una cámara de elución vertical. El punto de corte entre
los saturados y los aromáticos se determina mediante la impregnación de un lado de la placa
con berberina y posterior detección en fluorescencia a 365 nm y UV a 250 nm. Una vez
elegido el punto de corte se recortan ambas zonas por separado y se extraen las fracciones de
la silicagel en un extractor Soxtec (Tecator, Suecia). La extracción se realiza en dos etapas,
una de inmersión y otra de lavado. El producto recogido se filtra y se evapora el disolvente
bajo una corriente de N2 hasta peso constante. La pureza de las fracciones se determina por
densitometría UV y fluorescencia.
A-VII Espectros de fluorescencia
Los espectros de fluorescencia de las disoluciones tanto de berberina como de betaina se
han llevado a cabo en dos espectrofluorimetros: Aminco-Bowman® series 2, Spectrometer
(Spectronic Instruments)(1) y Perkin Elmer LS 50B(2).
Las concentraciones de de berberina con las que hemos trabajado han sido de 2-32 ppm y de
betaina desde 2-80 ppm, disueltas en DCM, DCM*, Metanol, Etanol, Acetona, Acetonitrilo,
Agua (excepto en el caso de la betaina puesto que no es soluble).
Para  todos  los  experimentos  realizados  con  el  expectrofluorímetro  (1),  en  el  caso  de  la
berberina hemos trabajado con sensibilidades entre 500-700 voltios y para la betaina hasta
750 voltios puesto que es posible variar la sensibilidad. En el caso (2) el único parámetro
influyente en la sensibilidad que podíamos modificar era la apertura del monocromador.
En el caso de la berberina los espectros de emisión se han realizado con λexc=365nm y en el
caso de la betaína tanto a 260 nm como a 300 nm.
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En lo referente al monocromador, hemos ido variando la apertura tanto de emisión como
de excitación, siendo ésta habitualmente 4 mm para la excitación y 16 mm para la emisión.
A-VIII Experimentos de HPLC
Se  han  utilizado  dos  equipos  de  HPLC:  un  Espectrofluorimetro  SFM  25,  Kontron
Instruments (1) y un Shimadzu RF 530 (Croissy-Beaubourg , Francia) con bombas: Shimadzu
LC 6A (Croissy-Beaubourg , Francia) y Milton Roy CP 3000 (Interchim, Montluçon, Francia)
y un sistema de integración Borwin (Varian, Les Ulis, Francia) (2) . Hemos trabajado en la
mayor parte de los experimentos manteniendo un flujo constante de 1ml/min. El bucle de
inyección utilizado ha sido de 20 µl y hemos utilizado como fase móvil el mismo disolvente
que para solubilizar la berberina/betaina, así como para disolver los analitos en caso de no ser
inyectados puros. Todos los analitos han sido inyectados al menos por triplicado en todos los
casos. La disolución de derivatización se ha preparado en una concentración de 200 µg/ml de
berberina/disolvente.
En los experimentos en los que hemos utilizado columnas, éstas han sido, de fase normal,
Hypersil Silica 5 µm de tamaño 250 x 4.6 mm (Supelco) y de fase reversa, Hypersil ODS  5
µm de tamaño 250 x 4.6 mm (Supelco).
A-IX  Cálculo  de  las  constantes  dieléctricas  en  el  caso  de  mezclas  de
disolventes.
Para calcular las constantes diélectricas (ε) , en el caso de mezclas de disolventes, hemos
considerado  como  una  aproximación  que  éstas  pueden  ser  calculadas  considerando
únicamente la proporción en la que estan presentes dichos disolventes en la mezcla, así pues
haríamos la media utilizando la formula siguiente.
                  %vol(disolvente 1).ε (disolvente 1) + %vol(disolvente 2).ε (disolvente 2)
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A.X. Electroforesis en gel
En los experimentos de electroforesis,  la  agarosa utilizada para hacer los geles es de
grado de electroforesis (Scharlau), los geles se visualizan en una lampara UV (λexc=302 nm y
recoge en todo el UV-vis) con el sistema GelDoc2000 (Biorad) y se analizan con el Software
Multianalyst (Biorad). La electroforesis de los geles se hace en una unidad de electroforesis
plana con una fuente de corriente continua Power RAC2000 (Biorad).
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